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OZET

DEK proteini ilk olarak kromozomal translokasyon sonucu DEK-NUP214 kimerik
geni ile kesfedilmistir. Yogunlukla kromatine bagli halde ¢ekirdekte bulunmasina
ragmen post translasyonel modifikasyonlar sonucu DNA’ya olan afinitesini
kaybederek hiicre disinan aktif ve pasif olarak serbest ya da eksozomlar araciligi ile
saliir. Salgilanan DEK proteini noétrofiller ve T hiicreleri i¢in kemo-g¢ekici fonksiyon
gosterir. Ayn1 zamanda CXCR1/2 reseptorlerine baglanabilen IL-8 (CXCLB8) gibi
kemokinlere benzer ELR motifi tasiyan DEK, hematopoietik kok hiicrelerin
proliferasyonunu CXCR2 aracilifi ile diizenler. Juvenil idiyopatik artirit hastalarinin
eklemlerinde bulunan DEK ve DEK oto-antikorlart ile yapilan ¢caligmalarda Dek geni
silinen farelerin nétrofillerinin 6zgiin bir savunma mekanizmasi olan noétrofil hiicre
dist tuzaklar (NET) olusturamadigi fakat rekombinant fare DEK (rDEK)
muamelesinin bu 6zelligi geri kazandirdig1 goriilmiistiir. Otoimmiin hastaliklar diginda
COVID-19’da da gorev aldigr bilinen NET olusumunda salgilanan DEK ve IL-8’in
rolii bilinmemektedir. DEK proteininin saglikli insan nétrofillerinde NET olusturma
kapasitesi, rDEK ile uyarilan notrofillerde immiinofloresan boyama, morfolojik
analizler ve NET iligkili miyeloperoksidaz analizi yapilarak ilk kez bu tez ¢aligmasinda
gosterildi. rDEK ile uyarilan NET olusumunun anti-DEK antikorlar1 ve CXCR1/2
reseptorlerinin inhibitdrii olan reparixin ile baskilandig1 ve rDEK ile uyarilan NET
olusumunda CXCR1/2 reseptorlerinin rol oynadigi belirlendi. Ardindan saglikli
bireylerde (kontrol; n=60) ve hem akut (n=23) hem de konvalesan (n=45) evredeki
COVID-19 hastalarinin serumlarinda DEK, inflamatuvar sitokinler ve NET
belirteclerinin konsantrasyonu ELISA yontemiyle tespit edildi; incelenen sitokin ve
NET belirtegleri arasinda korelasyon oldugu (DEK proteini ile saglikli bireylerdeki
IL-8, akut evre bireylerdeki IL-1p ve MPO, ve tim COVID-19 hastalar1 beraber
incelendiginde MPO ile negatif; konvalesan evre bireylerdeki IL-1p, tim COVID-19
hastalar1 beraber incelendigindeki IL-6 ve IL-1 ile pozitif korelasyon) tespit edildi.
Ayrica, gerek saglikli insan nétrofillerinde gerekse COVID-19 hastalarinin serumlari
veya rIL8 ile uyarilan nétrofillerde olusan NETosis’te, DEK proteininin beklenin
aksine c¢ekirdekte degil, notrofil elastaza benzer sekilde sekilde sitoplazmik
graniillerde lokalize oldugu ve NET yapilarinda ancak eser miktarda yer aldigi
gosterildi. Son olarak COVID-19 hasta serumlarinin saglikli notrofillerde NETosisi
uyarmasinda DEK ve IL-8 konsantrasyonlarmin belirleyici rol oynadigi ve NET
olusumunun anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlarina ek olarak reparixin ile de
baskilanabildigi gosterildi.

Bu tez ¢alismas1t TUBITAK 120S979 projesi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: DEK, NETosis, COVID-19, CXCR2, anti-DEK



ABSTRACT

DEK protein was first discovered through the DEK-NUP214 chimeric gene as a result
of chromosomal translocation. Although it is mostly found in the nucleus bound to
chromatin, DEK loses its affinity for DNA as a result of post-translational
modifications and is released from outside the cell, actively or passively, and free or
through exosomes. Secreted DEK protein functions as a chemoattractant for
neutrophils and T cells. DEK, which carries an ELR motif similar to chemokines such
as IL-8 (CXCLS8), which can also bind to CXCR1/2 receptors, regulates the
proliferation of hematopoietic stem cells through CXCR2. Interestingly, in studies
conducted with DEK and DEK auto-antibodies found in the joints of Juvenile
Idiopathic Arthritis patients, it was observed that neutrophils of mice with DEK gene
deletion are unable to form neutrophil extracellular traps (NET), a neutrophil-specific
defense mechanism, but mouse recombinant DEK (rDEK) treatment restored this
feature. The role of secreted DEK and IL-8 in NET formation, which plays a role in
COVID-19 as well as autoimmune diseases, is still unknown. In this thesis study, the
NET-forming capacity of the DEK protein was demonstrated, first time, by stimulating
NETosis with rDEK in healthy neutrophils evaluated morphologically by
immunofluorescence staining, and enzymatically by NET-associated myeloperoxidase
analysis. This effect was confirmed by suppressing rDEK-induced NET formation
with anti-DEK antibodies and Reparixin which shows CXCRZ1/2 receptors play a role
in rDEK-induced NET formation. Then, the concentration of DEK, cytokine, and NET
markers in the serum of healthy individuals and COVID-19 patients in both acute and
convalescent stages were determined by the ELISA method, and correlations were
found between DEK and the examined cytokine and NET markers that could be
associated with NET formation and prognosis of the disease. In addition, in COVID-
19 serum and rIL8-stimulated neutrophils, DEK protein, contrary to expectations, was
found not in the nucleus but in the granules, showing a similar localization with
neutrophil elastase, but it was observed that it did not participate in NET structures or
was included in trace amounts. Finally, it has been shown that DEK and IL-8
concentrations play a decisive role in the stimulation of NETosis in healthy neutrophils
of COVID-19 patient sera and that NET formation can be suppressed by reparixin in
addition to anti-DEK and anti-IL-8 antibodies.

This thesis work was supported by TUBITAK 120S979 grants.

Keywords: DEK, NETosis, COVID-19, CXCR2, anti-DEK
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1. GIRIS

DEK proteini 43 kDa agirliginda 375 amino asitten olusan, histon proteini olmamasina
ragmen kromatine baglanma ve kromatini diizenleme kapasitesine sahip bir niikleer
proteindir [von Lindern vd., 1992]. ik kez 1992 yilinda akut miyeloid 18semi
hastaliginda CAN (NUP214) ile olan kromozomal translokasyon sonucu
tanimlanmistir ve bu 6zelligi nedeniyle bir proto-onkogen olarak bilinmektedir [von
Lindern vd., 1992]. Hem N terminal’inde bulunan SAP ve s6zde (pseudo) SAP box
bolgeleri ile hem de C terminal bolgesiyle DNA’ya yap1 ve sekans spesifik olarak
baglanabildigi gosterilmistir [Aravind and Koonin, 2000], [Fu vd., 1997].
Replikasyon, transkripsiyon, DNA tamiri, mRNA islenmesi gibi bir¢ok énemli olayda
gorev alir [Alexiadis vd., 2000], [Hollenbach vd., 2002], [Kavanaugh vd., 2011],
[Liu vd., 2022]. DEK proteininin ifadesi E2F transkripsiyon faktorii ile
diizenlenmektedir [Carro vd., 2006]. Ayni zamanda bilinen birgok post-translasyonel
modifikasyon bolgesine sahiptir ve fosforillenme sonucunda DNA’ya olan baglanma
kapasitesinin azalarak ¢ekirdekten sitoplazmaya oradan da hiicre disina serbest ya da
eksozomlar aracihigi ile salindig1 bilinmektedir [Mor- Vaknin vd., 2006], [Mor-
Vaknin vd., 2011]. Hiicre disina salgilanan DEK’in hematopoetik kok ve onciil
hiicrelerin proliferasyonunun diizenlenmesinde gorev aldig1 bilinmektedir [Capitano
vd., 2019]. Aym1 zamanda Juvenil Idiopatik Artirit (JIA) ve Sistemik Lupus
Eritramatoz gibi hastalarda salgilanan DEK ve DEK antikorlarinin miktarinin artmasi
salgilanan DEK’in otoimmiin hastaliklar ile baglantisini gostermektedir [Mor-

Vaknin vd., 2006], [Wichmann vd., 2000].

CXCLS8 (IL-8) gibi kemokinlere benzer sekilde CXCR2’ye baglanmay1 saglayan ELR
motifi iceren DEK, ayni1 zamanda IL-8 ile uyarilan makrofajlardan aktif olarak
salgilanarak T-hiicreleri, monositler ve noétrofiller i¢in kemotaksis uyaric1 6zellik
gostermektedir [Mor- Vaknin vd., 2006]. Yapilan ¢alismalar salgilanan DEK’in
CXCR2 araciligi ile hematopoetik kok hiicrelerin proliferasyonunu diizenledigini
gosterse de salgilanan DEK’in ayn1 reseptorii tagiyan nétrofiller {izerinde bir etkisi
olup olmadig: bilinmemektedir. Yapilan JIA fare modeli ¢alismalarinda DEK geni
silinmis fare notrofillerinin nétrofil hiicre dis1 tuzaklart (NET) olusturma kapasitesini

kaybettigi fakat rekombinant DEK (rDEK) ile muamele edildiginde bu 6zelligi geri



kazandiklart raporlanmistir [Mor- Vaknin vd., 2017]. Bu ozelliklerine ragmen
rDEK’in tek basma NET olusturma kapasitesine dair bir bilgi bulunmamaktadir.
Ayrica yine otoimmiin hastaliklar ile baglantisi kesfedilen DEK proteininin COVID-
19’un neden oldugu inflamasyon ve NET olusum siirecinde (NETosis) rol alip

almadig1 daha 6nce arastirilmamustir.

Bu tez calismasi kapsaminda literatiirde cevabi bulunamayan yukarida belirtilen
sorulara cevap bulmak i¢in ilk olarak DEK proteininin NETosis’deki roliinii
arastirmak amaciyla saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller insan rDEK proteini
ile muamele edildi ve sonuglar hem immiinofloresan boyamayla yapisal degisik olarak
hem de NET iliskili miyeloperoksidaz (MPO) analizi ile enzimatik olarak
degerlendirildi. rDEK proteini ile uyarilan noétrofillerdeki NETosis anti-DEK
antikorlari ile de dogrulandi. rtDEK’in NET olusumunu CXCR1/2 yolaklar1 tizerinden
tetikledigi de benzer analizler yoluyla CXCR1/2 allosterik inhibitorii Reparixin ile
baskilanarak dogrulandi. Bu deneylerde nétrofillerde CXCR2 iizerinden NETosis’i
uyaran insan rekombinant IL-8 proteini ve noétralize edici antikoru ve CXCR2
yolagindan bagimsiz sekilde NETosisi uyaran PMA kontrol olarak kullanildi.
Sonrasinda ise DEK’in COVID-19 iligkili inflamasyon ve NETosis’deki roliinii
arastirmak amaciyla saglik bireylerden ve COVID-19 hastasi bireylerden toplanan
serum orneklerinde DEK’e ek olarak IL-8, IL-6, IL1-B gibi inflamatuar sitokinlerin ve
MPO, Cit-H3 gibi NETosis belirteclerinin konsantrasyonu ELISA yontemiyle tespit
edildikten sonra saglikli bireyler ile akut ve konvalesan evredeki COVID-19
hastalarinda belirtilen sitokin ve belirteclerinin konsantrasyonlari ile DEK arasindaki
olasi korelasyonlar degerlendirildi. Yapilan degerlendirmeler sonucu DEK
konsantrasyonunun akut ve konvalesan evre COVID-19 hastalarinda saglikli bireylere
gore istatiksel olarak anlamli bir azalis gosterdigi fakat konvalesan evrede istatiksel
olarak anlamli olmasa da akut evreye gore arttig1 belirlendi. Bunlara ek olarak, DEK
proteininin saglikli bireylerdeki IL-8, akut evre bireylerdeki IL-1p ve MPO ve tiim
COVID-19 hastalar1 beraber incelendigindeki MPO ile negatif, konvalesan evre
bireylerdeki IL-1p, tim COVID-19 hastalar1 beraber incelendigindeki IL-6 ve IL-1§
ile pozitif korelasyona sahip oldugu bulundu. Buna ek olarak gerek normal
kosullardaki nétrofillerde gerekse COVID-19’lu hasta serumlart veya rIL-8 ile
uyarilan noétrofillerde DEK proteininin beklenenin aksine g¢ekirdekte degil ndtrofil

elastaz ile benzer lokalizasyon gostererek sitoplazmik graniillerde bulundugu, buna



ragmen NET aglarina katilmadigi ya da eser miktarda katildigi goriilmiistiir. Son
olarak COVID-19 hasta serumlarinin, saglikli ndtrofillerde NETosis’i uyarmasinda
DEK ve IL-8 konsantrasyonlarinin belirleyici rol oynadigi ve bu NET olusumunun
anti-DEK ya da anti-IL-8 antikorlar1 veya CXRC1/2 inhibit6rii olan reparixin ile
baskilanabildigi hem morfolojik analizler hem de NET iliskili MPO analizi ile

dogrulanmustir.



2. NOTROFILLER

2.1. Notrofillerin Yasam Dongiisii ve Graniilopoez

Notrofiller ya da polimorfoniikleer I6kositler (PMN) dogal bagisiklik sisteminde
anahtar gorevleri olan ve kan dolasimda en fazla bulunan 16kosit tiiriidiir [Rosales C.,
2018]. 1k kez 19. yiizyilin sonlarinda Elias Metchnikoff tarafindan tanimlanmugtir
[Heifets L., 1982]. Kemik iliginde iiretilmelerinin ardindan kan dolasimina katilarak
bakteri, mantar ve viriis gibi istilact mikroorganizmalara kars1 savunmada gorev alirlar
[Witter vd., 2016]. Cilt ya da mukoz membran gibi fiziksel bariyerleri gecerek
enfeksiyona sebep olan mikroorganizmalar1 kan dolasimindan hizlica enfeksiyon
bolgesine go¢ ederek etkisiz hale getiren ilk hiicre popiilasyonu olmalar1 nétrofillerin

dogal bagisiklik sistemindeki 6nemini gostermektedir [Oliveira vd., 2016].

Saglikl bir yetiskinin kemik iliginde giinde ortalama olarak 1-2 x10! nétrofil iiretilir
[Qu vd., 2023]. Yiiksek sayilarda notrofil iretimine ragmen bu hiicrelerin dolagimdaki
yart 6mri yaklasik 68 saat ile sinirlidir [Summers vd., 2010]. Nétrofiller kemik
iliginde farklilagmamis hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) farklilasmasi, adanmis
(committed) graniilosit dnciil hiicrelerin notrofillere farklilagmalarini tamamlamasi ve
tamamen farklilagmis olgun nétrofillerin mitoz boliinmesi yoluyla ii¢ farkli hiicre
popiilasyonundan ortaya ¢ikabilir [Hong C.W., 2017]. Olgunlasan nétrofillerin kemik
iliginde kan dolasimina ge¢mesi ise endotel hiicrelerden ve monosit ya da makrofaj
gibi diger bagisiklik sistemi hiicrelerinden salgilanan endojen bir sitokin olan
graniilosit koloni uyarici faktor (granulocyte colony stimulating factor, G-CSF) ile

diizenlenir [Richards vd., 2003].

G-CSF, 25 kDa agirliginda bir glikoproteindir ve olgunlasmis nétrofillerin kemik
iliginden dolasima katilmasina ek olarak, adanmis onciil hiicrelerin miyeloid hiicrelere
gecisinde ve graniilosit dnciil hiicrelerin proliferasyonunda gorev alir [Richards vd.,
2003]. Ayn1 zamanda olgunlasmis notrofillerin fonksiyonlarini da etkiler. Enfeksiyon
durumunda daha fazla sayida nétrofile ihtiyag duyuldugundan plazmadaki G-CSF
miktar1 da artar. Bu baglamda G-CSF’in 6nemli bir immiin yanit diizenleyici oldugu

kabul edilir [Hollenstein vd., 2000], [Roberts, A. W., 2005].

Notrofiller, graniilosit Onciil hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler yiizeylerinde

bulunan G-CSF reseptorii (G-CSFR) ile G-CSF’yi tanir [Lieschke vd., 1994]. G-
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CSFR ise bulundugu hiicrede Ras/Mek/Erk1/2, Src iligkili Lyn ve Hck, serin/tireonin
kinaz Akt, Syk tirozin kinaz gibi farkli sinyal yolaklarin1 ya da STAT1, STAT3 ve
STATS gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek noétrofillere farklilasmayi ve

notrofil proliferasyonunu diizenler [Panopoulos vd., 2008].

Transseliiler migrasyon olarak bilinen nétrofillerin kemik iliginden kan dolagimina
gecisi CXC kemokin reseptor 4 (CXCR4) ve stromal hiicre kaynakli faktor 1 (SDF-1
ya da CXCL12) etkilesimi ile diizenlenir. Olgunlasan nétrofiller bir G-protein bagl
reseptor (GPCR) olan CXCR4 ifade ederler veCXCR4 ve SDF-1 etkilesimi
notrofillerin kemik iliginden gogiinii inhibe eder [Devine vd., 2008]. G-CSF ise bu
etkilesimi bloklayarak notrofillerin kemik iliginden salinarak kan dolagimina

katilimin1 saglar [Semerad vd., 2002].

2.2. Notrofil Graniilleri ve Gruplandirilmasi

Notrofillerin en belirleyici 6zellikleri sahip olduklari sitoplazmik graniillerdir. Graniil
olarak adlandirilan bu organeller farkli antimikrobiyal molekiillere sahiptirler ve
iceriklerini fagozomlar ya da salgi vezikiilleri yardimiyla hiicre dis1 ortama atabilirler.
Grantiiller icerik olarak belirgin benzerliklere sahip olmasina ragmen igerik farkliliklar
ve hematopoez sirasinda {iretildikleri asamalara goére temelde 4 farkli kategoriye

ayrilirlar [Onthman vd., 2022].

Peroksidaz pozitif ya da azurofilik graniiller gelisimsel olarak ilk iiretilen graniillerdir.
Diger tipler ile karsilastirildiginda daha biiyiik bir hacme sahip olan bu graniiller
antimikrobiyal 0Ozellige sahip cesitli protein ve peptitleri igeriginde bulundurur.
Miyeloperoksidaz (MPO), nétrofil elastaz (NE), katepsin G (CG) ve proteinaz 3 (PR3)
gibi proteinler ile bircok mikroorganizmay1 o6ldiirme kapasitesine sahip katyonik

peptitler olan defensin peptitlerini igerir [Onthman vd., 2022].

Peroksidaz negatif graniiller de kendi icerisinde spesifik ve jelatinaz olarak iki gruba
ayrilir. Igerik olarak belirgin farkliliklara sahip olmamalariyla birlikte, spesifik
graniiller antimikrobiyal molekiillere ev sahipligi yaparken, jelatinaz graniiller daha

cok diger notrofilik yolaklara katilarak gorev alirlar.

Spesifik graniillerin en 6nemli igerigi bakterilerin ¢ogalmakta kullandigi demire
baglanarak miktarini sinirlandiran laktoferrindir [Onthman vd., 2022]. Bakteriler

bliylimek ve g¢ogalmak i¢in demire ihtiya¢ duyarlar. Laktoferrin ise bakterilerin
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membranina baglanarak ihtiya¢ duyduklar1 demiri kendine baglama yoluyla hem gram
pozitif hem de gram negatif bakterilerin ¢ogalmasini baskilar. Ayrica membran

hasarlarina sebep olarak bakterileri 6ldiiriir [Yamauchi vd., 1993].

Jelatinaz graniiller noétrofil ekstravazasyonuna aracilik eder ve hiicre dis1 matrisi
sindirmek igin gerekli enzimleri saglar. iceriginde ayrica jelatinaz ve 16kolizin gibi
bazi metalloproteinazlar bulundurur. Diger graniil tiplerine gore daha kiiciiktiir ve

gelisim sirasinda en son olusandir [Onthman vd., 2022].

Notrofil salgi kesecikleri, ¢esitli proteinleri, enzimleri ve bagisiklik tepkisi i¢in dnemli
molekiilleri igeren, zarla kapli keselerdir. Antibakteriyel proteinler, lizozim gibi
enzimler, reseptorler ve yapisma molekiilleri ile doludurlar. Bu vezikiiller, patojenleri
6ldiiren ve parcalayan antibakteriyel maddelerin salinmasi, nétrofillerin enfeksiyon
bolgelerine gog etmesine yardimei olmak igin kemotaksisi kolaylastirmak, inflamatuar
yanitlart diizenlemek ve doku onarimini tesvik etmek dahil olmak {izere nétrofil
fonksiyonlarinda 6nemli roller oynar. Ayrica patojenleri ve kalintilarini yutmaya
yardimc1 olan molekiiller igererek fagositoza da yardimci olurlar. Nétrofiller,
enfeksiyon veya iltihaplanma sinyalleri aldiklarinda bu vezikiillerin i¢erigini ekzositoz
yoluyla serbest birakirlar, bu da onlar1 patojenin ortadan kaldirilmasi ve iltihaplanma

yOnetimi i¢in hayati hale getirir [Onthman vd., 2022].

2.3. Notrofillerin Aktivasyonu

Notrofillerin biiytlik bir kism1 6-8 saatlik yar1 dmriinii tamamladiktan sonra apoptoza
giderek oliir ve hiicre artiklar1 makrofajlar tarafindan temizlenir. Geriye kalanlar ise 2
asamali bir aktivasyon islemini tamamlayarak yasamlarini uzatir ve bagisiklik
sistemine yardimci olacak fagositoz, reaktif oksijen tirleri (ROS) firetimi,
degraniilasyon NET olusturma gibi fonksiyonlar kazanir [Thind vd., 2024]. Sitokinler
ya da kemokinler araciligiyla ilk uyariyr alan nétrofiller kismi aktivasyon ya da
hazirlanma siireglerine girer [Hallet vd., 1995]. Hazirlanma siirecinde graniillerini
yeniden diizenler ve oOnciil formda iiretilen reseptorlerini hiicre zarina gondererek
ikinci bir uyariya yanit verme kapasitelerini arttirirlar. Son olarak uyaricr sitokin ve
kemokinlere yanit olarak ifadesi artan transkripsiyon faktorleri araciligiyla gen
ekspresyonunu diizenleyerek hazirlanma asamasini tamamlar. Boylece nétrofiller

daha uzun bir yar1 6mre sahip olur, fonksiyonunu arttirir, enflamasyon bolgesinden



gelecek kemotaksisi tetikleyici sinyallere yanit verebilme kapasitesine sahip olur ve
enflamasyona daha kuvvetli bir yanit olusturmak i¢in sitokin salgilama potansiyelini

giiclendirir [Miralda vd., 2017].

2.4. Notrofil Reseptorleri

Notrofiller, transendotel migrasyonda (TEM) rol alan integrin ve selektinler ile istilact
patojenlerin tespiti ve etkisizlestirilmesinde rol alan patojen taniyici reseptorler (PRR),
opsonin reseptorleri ve G-protein bagli reseptorlerden olusan temelde 2 farkll grup

ylizey reseptorii ifade eder (Sekil 2.1).

2.4.1. Transendotel Migrasyon Reseptorleri

Hazirlanma asamasini tamamlayan noétrofiller enflamasyon bolgesinden gelen
kemotaksis sinyaline yanit olarak, kan dolasimindan ¢ikarak endotel dokuya gegis
yaparlar. Notrofillerin transendotel migrasyonu olarak adlandirilan bu olayda selektin
ve integrinler gorev alir. Enflamasyon bdlgesindeki endotel hiicreler (E-Selektin),
plateletler (P-Selektin) ve 16kositler (L-Selektin) tarafindan ifade edilen bir ¢esit tek
zincirli glikoprotein olan selektinler ile nétrofillerin lizerinde bulunan selektin
ligandlan etkilesime girerek notrofillerin dolasimda yavaglamasina ve o bolgede
sayilarini arttirarak transendotel migrasyonun ilk agsamasi olan yuvarlanmay: (rolling)
baslatmasina neden olur [Zarbock vd. 2009]. Integrinler ise nétrofillerin
enflamasyon bdlgesine gogii sirasinda aktif hale gelir. Alfa ve beta olarak iki par¢adan
olusan integrinler ndtrofillerin enfeksiyon bdlgesinde endotel hiicreler ile siki
baglantilar kurmasini saglar. Notrofillerde en fazla bulunan integrin tipi aL2 (LFA-
1) kompleksidir. Ayrica migrasyonunu tamamlayan nétrofiller sahip olduklar
fibronektin gibi matris proteinlerine baglanmalarin1 saglayici reseptorleri sayesinde
fagositoz i¢in gerekli olan doku i¢indeki notrofil hareketlerinde de gorev alirlar (Sekil

2.1) [Schymeinsky vd., 2007], [Nemeth vd., 2020].
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Sekil 2.1: Notrofillerin yiizeyinde ifade edilen reseptorler ve sinyal yolaklari [Nemeth
vd., 2020].

2.4.2. Patojen Tespit Reseptorleri

Hazirligin1 tamamlamis noétrofillerin aktivasyonunda rol oynayan istilaci patojen
tespitinde ve eliminasyonunda rol alan reseptorler 3 grupta incelenir. Bunlardan ilki
patojen taniyici reseptorlerdir (pathogen recognition receptors (PRRs). Bu reseptorler
toll-benzeri reseptorler (TLR) ve C-tipi lektin reseptorleri gibi hiicre yiizeyinde ya da
NOD-benzeri reseptorler (NLR) ve RIG-I-benzeri reseptdrler gibi nétrofillerin
sitoplazmasinda bulunabilir. 2 farkli tipte molekiiler paterni taniyabilirler [Moresco
vd., 2011], [Berger vd., 2012]. Bunlar istilact mikroorganizmalardan kaynakl
karbonhidratlar (lipopolisakkaritler, LPS), peptitler (flagellin) ya da niikleik asitler
(viral ya da bakteriyel DNA, RNA) gibi patojen iliskili molekiiler paternler (PAMP)
ya da doku hasar1 ve hiicre 6liimiiniin neden oldugu istilact mikroorganizma kaynakli

olmayan hasar iligkili molekiiler patern (DAMP) olabilir [Futosi vd., 2013].

Opsonizasyon, istilact patojenlerin immiinoglobulinler (IgG vb.) ya da kompleman
sistem elemanlar1 (C3b vb.) tarafindan kaplanmasi islemidir. Daha sonra opsoninlenen
patojenler Fcy reseptorleri (immunoglobulinlerin Fe bolgesini tanir) ya da kompleman
reseptorler (CR1, CR3, CR4) gibi opsonik reseptorler aracilifiyla taninarak nétrofiller
tarafindan fagositoza ugrar ve yok edilir [Bruhns P., 2012].

G-protein bagl reseptorler N-formil metiyonin igeren bakteri peptitlerini ya da diger
hiicrelerden salinan kemokin, kompleman sistem elemanlar1 (C5), platelet aktive edici

faktor gibi ligandlara baglanabilir [Stafforini vd., 2003] [Lee vd., 2008]. GPCR-



ligand etkilesimi cesitli yolaklar1 aktive ederek noétrofillerin kemotaksisini ya da
aktivasyonunu tetikler ve istilaci patojenlerin elimine edilmesine katki saglar [Futosi
vd., 2013]. Ornegin doku hasar1 ya da enflamasyon olan bélgelerdeki endotel
hiicrelerden salgilan bir kemokin olan IL-8, nétrofiller {izerinde bulunan GPCR’lerden
ELR (Glu-Leu-Arg) motifine sahip CXC kemokin reseptorleri CXCR1 ve CXCR2
tarafindan taninir [Nasser vd., 2009]. Aktive olan bu reseptorler nétrofillerin
enflamasyon olan bolgeye gociinii tetikler. Ayrica aktivasyonunu tamamlayan
noétrofillerin enfeksiyon bolgesinde NET olusturarak istilact patojenlerin yayilmasi

engellemesinde gorev alir (Sekil 2.1) [Nemeth vd., 2020].

Notrofil aktivasyonu yalnizca reseptorler araciligiyla gergeklesmez. Ayni zamanda
NADPH oksidaz reaksiyonu icin gerekli bilesenlerin bir araya gelmesi sonucu ROS
liretimiyle nétrofiller aktive olabilir. Ornegin diester phorbol 12- myristate 13-acetate
(PMA) ya da ionomycin gibi bilesikler, NADPH oksidaz reaksiyonlarinin hiicre
zarinda ya da graniil membranlarinda gergekleserek hiicre i¢i veya dig1 ROS {iretimini

tetikleyebilir [Lundqvist vd., 1996], [Dahlgren vd., 1999].

2.5. Notrofillerin Savunma Mekanizmalari

2.5.1. Fagositoz

Fagositoz, notrofillerin opsonik reseptorlere bagimli ya da bagimsiz bir sekilde
patojenleri tanidiktan sonra hiicre sekillerini degistirerek patojeni yutup,
igsellestirdikten sonra sindirerek etkisiz hale getirmesidir [Nordenfelt vd., 2011].
Notrofiller hem opsoninlenmis hem de opsoninlenmemis patojenleri tanima
kapasitesine sahiptir. Patojenler nétrofiller tarafindan tanindiktan sonra fagositik
vakuollere almir ve ardindan fagozom gelisimi tamamlanir. Fagozomlarin
olusabilmesi icin NADPH oksidaz aktivasyonu ya da primer graniillerin fagozomla
birlesmesi gereklidir (Sekil 2.2) [Nordenfelt vd., 2011], [Gierlikowska vd., 2021].
Bu sayede hem tiretilen ROS hem de primer graniillerde bulunan antimikrobiyal igerik
i¢sellestirilen patojenlerin sindirilmesi ve eliminasyonunda kullanilir. Fagositozun
ardindan nétrofiller olas1 bir nekrotik 6liim sonucu ortama patojenden kalan sitotoksik
kalintilarin yayilmasini engellemek i¢in programli olarak apoptoza giderler [Fox vd.,

2010].
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Sekil 2.2: Notrofillerin patojenler ile savasta kullandigi savunma mekanizmalari.
Notrofillerin istilact patojenlere karsi kullandigir li¢ temel bagisiklik
sistemi mekanizmasi fagositoz, degraniilasyon ve notrofil hiicre dis1 tuzak
olusumu [Gierlikowska vd., 2021].

2.5.2. Degraniilasyon

Notrofiller graniillerinde bulundurduklari antimikrobiyal igeriklerini ekzositoz yoluyla
hiicre disina atarak patojenleri o6ldiirebilir ya da barmnmalari i¢in gerekli ortami
bozabilir. Degraniilasyonda ilk olarak graniiller sitoplazmada hareket ederek hiicre
zarina baglanir. Ardindan graniil membranlar1 hiicre zariyla birleserek icerisindeki
protein ve peptitleri hiicre disina bosaltir (Sekil 2.2) [Lacy P., 2006] [Gierlikowska
vd., 2021]. Molekiiler mekanizmasi tam olarak anlagilamamasina ragmen
degraniilasyonda beta-arrestinler, Rho guanozin trifosfat Rac2, ¢6ziiniir (soluble) NSF
baglayici protein (SNAP) reseptorleri gibi farkl hiicre i¢i sinyal yolaklarinin rol aldigi
bilinmektedir [Lacy P., 2006]. Anti mikrobiyal &6zellige sahip olmasina ragmen

kontrol edilemeyen degraniilasyon doku hasarina sebep olabilmektedir.
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2.5.3. Notrofil Hiicre Dis1 Tuzaklari Olusumu (NETosis)

NET olusumu diger fagositoz ve degraniilasyondan daha sonra kesfedilen hiicre dis1
patojenlerin etkisiz hale getirildigi bir nétrofil savunma mekanizmasidir. ilk kez 2004
yilinda Brinkmann ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir [Brinkmann vd., 2004].
NETosis nétrofillerin DNA’larin1 ve DNA baglanmis histonlar ve graniil kaynakli
antimikrobiyal proteinlerinin hiicre dis1 ortama salinmasi ile karakterizedir. Bu sekilde
ag benzeri bir yapi olusturan NET’ler patojenlerin fiziksel olarak yayilmasini
engellerken ayni zamanda antimikrobiyal 6zelligi ile patojenleri elimine eder (Sekil
2.2) [Brinkmann vd., 2004], [Gierlikowska vd., 2021].

2.5.3.1. Notrofil Hiicre Dis1 Tuzaklarin Kesfi

Notrofillerin graniillerinde bulunan ve gesitli bakterilerin virtilans faktorlerini etkisiz
hale getirdigi bilinen nétrofil elastaz enzimini mikroskopi calismalari ile inceleyen
Brinkmann ve arkadaslari, hiicre disinda bulunan nétrofil elastaz enziminin hiicre
disinda atilmis DNA ve ona bagli histonlar ile birlikte konumlandigini kesfederek ilk
kez bir ¢ekirdek materyalinin enfeksiyonda aktif olarak rol aldigini gdstermistir

[Brinkmann vd., 2004].

2.5.3.2. NET’lerin Yapisi ve Bilesenleri

NETosis hiicre disina atilmis ag benzeri DNA yapilar ile karakterize edilmis
notrofillere 6zgii programlanmis bir 6liim mekanizmasidir [Fuchs vd., 2007]. NET
olarak adlandirilan bu ags1 yapilar hiicre dis1 kromatin fiber yapilaridir. Yaklasik
olarak 15-17 nm c¢apinda DNA ve ona bagl histon proteinlerinden olusurlar
[Brinkmann vd., 2004]. Histonlara ek olarak graniillerin yapisinda bulunan ve
NETosis siiresince DNA’ya baglanan antimikrobiyal veya inflamatuar 6zelliklere
sahip peptit, protein ve enzimler de NET yapisinda bulunur. Bunlar arasinda nétrofil
elastaz, katepsin G, PR3, pentaxrin 3, defensinler, katelisidin LL-37, MPO gibi bir¢ok
molekiil sayilabilir. NET yapilar1 {izerine yapilan erken calismalarda yalnizca bazi
temel histon ve graniil proteinlerinin (NE, CG ve MPO) bu mekanizmaya katildig:
bulunmustur. Ilerleyen ¢alismalarda ise NET proteomunun daha genis bir yelpazeye
sahip oldugu ve farkli uyaranlara yanit olarak degiskenlik gosterdigi ortaya

cikarilmistir [Li vd., 2020]. NET yapilarinda bulunan proteinlerin yaklasik olarak
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%70’1 histonlar, %30’u ise graniil proteinlerden olusmaktadir ve ayrica bu proteinlerin

tamami katalitik aktivitelerini korurlar [Li vd., 2020], [Dabrowska vd., 2016].

2.5.3.3. NETosis Mekanizmalari

[lk NETosis arastirmalarinda hiicre disina atilan DNA’nin apoptoz ya da nekroz gibi
hiicre 6liim mekanizmalarinin ardindan ortama salindig1 distiniilmiistiir. Yapilan
sonraki caligmalarla, NET olusumunun diger 6liim mekanizmalarindan bagimsiz
olarak yikici (suicidal) NETosis ve yasamsal (vital) NETosis olarak bilinen 2 farkl
mekanizma ile ortaya ¢iktig1 gosterilmistir [Fuchs vd., 2007], [Steinberg vd., 2007],
[Yipp vd., 2013]. Bunlara ek olarak mitokondriyal DNA da bazi durumlarda NET
olusumunda rol alabilir (Sekil 2.3) [Yousefi vd., 2009], [Zhu vd., 2021]. Bu
mekanizmalar i¢in gerekli olan notrofil aktivasyonu ve bazi molekiiler yapilar ortak
olsa da islemin siiresi, DNA’nin kaynagi, NET proteomu ve hiicrelerin NETosis

sonucundaki canlilik durumu gibi farkliliklar1 vardir [Zhu vd., 2021].
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Sekil 2.3: Notrofil hiicre dis1 tuzak olusumunun 3 farkli tiirii: yikici (suicidal),
yasamsal (vital) ve mitokondriyal NETosis [Zhu vd., 2021].

2.5.3.3.1. Yikic1 (Suicidal) NETosis

Yikic1t NETosis baglangici i¢in en 6nemli olay bazi graniil proteinlerinin sitoplazmaya
salinmasidir. Burada azurofilik yani primer graniiller dnemli rol oynar. Bu graniillerde
azurozom adi verilen 8 farkli proteinden olusan bir protein kompleksi bulunur. Bu
komplekste NE, CG ve azurosidin gibi korunmus serin proteazlar ile MPO bulunur
[Metzler vd., 2014]. Notrofillerde ¢esitli molekiiller ile uyarildiktan sonra ROS
liretimi baglar. Uretilen ROS molekiilleri ise azurozom kompleksinin bozulmasina ve
serin proteazlar ile MPO’nun graniillerden sitoplazmaya gegisine neden olur [Metzler
vd., 2014], [Papayannopoulos vd., 2010]. Ardindan basta NE olmak {izere serin
proteazlar once hiicre iskeletini, ¢ekirdek zarini ve son olarak DNA katlanmasina
yardimci olan histon ve laminleri pargalar [Metzler vd., 2011], [Metzler vd., 2014].
Bu sirada peptidil-arjinin deaminaz 4 (PAD4) enzimi sitoplazmadan ¢ekirdege gider
ve histon sitriilinasyonunu baslatir. Bu olay kromatin agilmasini hizlandirr
[Vorobjeva vd., 2020]. Sitriilinasyona ek olarak histon asetilasyonu da yikici NETosis
sirasinda goriilmesine ragmen rolii tam olarak agiklanamamistir [Ravindran vd.,
2019]. Sitriilinlenmenin ve serin proteazlar araciligiyla gerceklesen niikleer lamina

parcalanmasi ve kromatin agilmasinin ardindan kromatin sitoplazmaya salinir. Burada
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elektrostatik ¢ekiminden dolay1 daha once sitoplazmaya salinmis olan birgok graniil
kaynakli protein kromatin halindeki DNA’ya baglanir. Yikict NETosis’in son adimi
olaraksa gasdermin D protein (GSDMD) araciligiyla kromatinlerin hiicre disina
salinabilecegi hiicre zar1 porlar1 olusturulur [Vorobjeva vd., 2020]. Ayrica apoptoz ve
nekrozun aksine GSDMD nétrofil elastaz yardimiyla aktive edilir. Sonug olarak olusan
por yapilarinda dekondanse kromatin ve ona bagli histon ve graniil proteinleri hiicre
dis1 ortama sacilir ve 2-4 saat siiren bu mekanizma nétrofilin 6liimii ile sonuglanir

(Sekil 2.3) [Vorobjeva vd., 2020] [Zhu vd., 2021].

2.5.3.3.2. Yasamsal (Vital) NETosis

Yikict NETosis aksine notrofillerin yagamlarin1 devam ettirebildikleri ve fonksiyonel
diger ozelliklerini koruduklar1 farkli bir NET olusturma mekanizmasi daha vardir
[Yousefi vd., 2020]. Vital ya da yasamsal NET olusumu olarak adlandirilan 5-60
dakika stiren bu mekanizma, vezikiiller yardimi ile DNA’nin hiicre digina atilmasi ile
karakterizedir [Buhr vd., 2016]. Vital NET olusumu sonras1 hiicre zar1 biitiinligiinii
korur. DNA kargosu tasiyan vezikiiller sitoplazmadan taginarak hiicre zarina baglanir.
Burada gerceklesen flizyonun ardindan DNA hiicre digina atilir. Bu islem sonucunda
hiicre yasamini1 devam ettirir ve hiicre tim DNA’si1 kaybedene kadar tekrarlanabilir.
Vital NET olusumu sirasinda hangi graniil proteinlerinin DNA’ya nasil baglandigi
halen bilinmemektedir. En kabul goren hipotez ise DNA hiicre disina atildiktan sonra
degraniilasyon ile atilan proteinlerin baglanmasi yoluyla olabilecegidir [Pilsczek vd.,
2010], [Yipp vd., 2012], [Buhr vd., 2016]. Vital NET olusumunun bir diger yolu ise
mitokondriyal DNA’nin hiicre digina atilmasidir. Bodylece histon bulunmayan
mitokondriyal DNA vezikiiller yardimiyla hiicre disina atilabilir [Yousefi vd., 2009].
Notrofil hiicreleri tamamen farklilagmis hiicreler olduklar1 igin transkripsiyon
aktiviteleri oldukca diigiiktiir. Bu yiizden bazit DNA pargalar1 hiicre disina atilsa da
notrofillerin  hala yasamsal faaliyetlerini yerine getirdikleri ve fagositoz ve
degraniilasyon gibi efektor fonksiyonlara sahip olduklar1 gosterilmistir (Sekil 2.3)
[Remijsen vd., 2011] [Zhu vd., 2021].
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2.5.3.3.3. NETosis Uyaranlar

Notrofiller ylizeylerinde G-protein bagimli reseptorler, Fc reseptorler, adhezyon
reseptorleri, sitokin reseptdrleri ya da patojen tanima reseptdrleri gibi onlarca gesit
reseptOrii bulundurur. Bu kadar fazla reseptore sahip olmalari ile dogru orantili olarak
da farkli patojenleri taniyip onlara karsi yanmit verme kapasitesine sahiptirler.
Patojenlerden gelen sinyalleri taniyan notrofiller sinyalin tiiriine ve yogunluguna gore
NETosis ya da diger savunma sistemi yollarindan birini devreye alir [Futosi vd.,
2013]. NET olusumunda dogal ya da sentetik ajanlar, proinflamasyon ve hem akut
hem de kronik inflamasyonda rol alan molekiiller gorev alabilir. Bunlar arasinda
patojen kaynakli bakteriyel yapilar ve molekiiller (LPS), mantar bilesenleri (beta
glukan) ya da viral partikiiller sayilabilir [Hoppenbrouwers vd., 2017]. Ayrica
interferonlar (IFN-a.,f,y), kemokinler (CXCLS), sitokinler (IL1p), biiyiime faktorleri
(G-CSF) gibi immiin yapilar da notrofillerde NET olusumunu baglatabilir
[Hoppenbrouwers vd., 2017], [Giaglis vd., 2016], [Garcia-Romo vd., 2011].
Notrofiller ¢ok farkli uyaranlar ile tetiklenebilmesine ragmen benzer uyarilara farkl
derecede reaktivite gosterebilir. Ornegin dolasima yeni salinan geng¢ nétrofillerin
(CXCR2 ve CD62L yiiksek ifade edilen) kismen daha yash nétrofillere (CXCR2
diisiik ve CXCR4 yiiksek ifade edilen) gére NET olusturma kapasitesinin daha ytiksek
oldugu ve NET lere bagli protein i¢eriginin daha zengin oldugu goriilmistiir [Adrover
vd., 2019], [Adrover vd., 2020].
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3. DEK PROTEINI

3.1. DEK Proteini ve Yapisi

DEK geni ilk kez akut miyeloid 16semi (AML) hastas1 olan Derek K.‘de 1992 yilinda
kesfedilmistir [von Lindern vd., 1992] ve hasta adinin bas harflerini igerecek sekilde
isimlendirilmistir. Bu hastada, DEK ve CAN (NUP214) geninin t(6;9) kromozom
translokasyonu sonucu fiizyon (DEK-CAN) olusturdugu gosterilmistir [Soekarman
vd., 1992]. Bu fiizyon geninin {iriinii olarak olusan kimerik proteinin birgok kan
hiicresinde translasyonu arttirdigi ve hiicre boltinmesi ve farklilagsma gibi olaylarda rol
aldig1 goriilmiistiir [Sanden vd., 2013]. Tespit edilen tiim AML vakalarinin yaklagik
%1’inde bu flizyona rastlanmaktadir ve 16semi i¢in bir belirteg olarak kullanilmaktadir
[Oencea vd., 2010], [Sandahl vd., 2014]. Bu nedenle DEK proteini bir proto-onkogen

olarak tanimlanmaktadir.

Bir histon olmamasina ragmen DEK, kromatine baglanan bir ¢ekirdek proteinidir.
Bilinen bir enzimatik aktivitesi yoktur. C. elegans ve mayalar hari¢ tim yiiksek
Okaryotlarda evrimsel agidan siki bir sekilde korunmustur [Waldmann vd., 2004].
Hiicredeki ifadesi hiicre biiylimesine baglidir. Genellikle boliinen hiicrelerde ifadesi
artarken, hiicreler terminal farklilasmasina yaklastik¢a ifadesi azalir [Ageberg vd.,
2006], [Khodadoust vd., 2009], [Waldmann vd., 2004]. Saglikli dokularda az
miktarda ifade edilir fakat 16semi, kolon, karaciger ve meme gibi kanser tiirlerinde
ifadesi anlamli bi¢imde artis gosterir [Ishida vd., 2020], [Yu vd., 2016], [Carro vd.,
2006].

DEK 43 kDa agirliginda bir proteindir ve 375 amino asitten olusur (Sekil 3.1) [Oancea
vd., 2010], [Bohm vd., 2005]. Genellikle ¢ekirdekte bulunur. DEK geninin bilinen iki
farkli transkript varyanti vardir. Uzerine en fazla arastirma yapilan varyant tam
transkript olan DEK isoform-1’dir (DEK1). Alternatif kirpilma sonucu ortaya ¢ikan
DEK isoform-2 (DEK2) varyantinda ise 3. ekzon (49.-82. amino asitler arasi)

bulunmamaktadir ve protein 341 amino asit uzunlugundadir [Web1, 2024].
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Sekil 3.1: DEK proteinin yapisi ve fonksiyonel bolgeleri [Bohm vd., 2005].

DEK proteininin SAP box DNA baglanma bolgesi vardir [Aravind and Koonin,
2000]. SAP box bolgesi DEK’in diger proteinler ile homoloji gdsterdigi tek bolgedir,
fakat diger proteinlerden farkli olarak SAP box bdlgesi proteinin ortasinda bulunur
(Sekil 3.1) [Bohm vd., 2005], [Devany vd., 2008]. Ayrica N-terminal bolgesinde
s0zde-SAP-bolgesi (SAF-A/B, Acinus, and PIAS) de bulunur ve DEK’e farkli
ozellikler katar [Devany vd., 2008]. DEK proteininin NMR gériintiileri incelendiginde
bu sozde-SAP-bolgesinin 3 a-heliks (1-3), SAP boélgesinin 2 a-heliks (4-5) yapisi
olusturarak kiiresel bir proteine benzedigi goriilmektedir [Devany vd., 2008]. Ayrica
s0zde-SAP-bolgesi protein dizisi olarak olmasa da sekil ve yap1 olarak SAP bolgesine
son derece benzerlik gostermektedir ve DNA’ya baglanma kapasitesine sahiptir. 5
numaralt heliksin protein-protein etkilesimlerine katildig: bilinmektedir [Devany vd.,
2008]. DEK proteininin DNA ve kromatine baglanmasinda gorev alan SAP motifine
ayrica 40’tan fazla proteinin baglanabildigi ortaya ¢ikarilmistir [Aravind and Koonin,
2000]. Bu bolgelere DEK araciligiyla baglanan proteinler DNA tamiri, transkripsiyon,
replikasyon ve kromatin yeniden diizenlenmesi gibi olaylarda rol alabilirler [Aravind
and Koonin, 2000]. DEK’in 309-375 amino asitlerinde yer alan C terminal bdlgesi
de 3’lii a-heliks olusturmaktadir [Gajiwala and Burley, 2000]. Bu bolge DNA’ya
baglanma ve multimerizasyonda gorev alir (Sekil 3.1) [Kappes vd., 2004b], [Bohm
vd., 2005]. Bu bolgede ayrica birgok CK2 fosforilasyon bdlgesi bulunur. DEK
proteininin fosforilasyonu kromatine baglanma kapasitesini diisiiriirken, proteinin
dimerize olmasimi arttirir (Sekil 3.1) [Kappes vd., 2004a], [Kappes vd., 2004b],
[Bohm vd., 2005].
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S6zde-SAP ve SAP motiflerinin olusturdugu 6zel yap1t DEK’e farkli DNA yapilarina
spesifik olarak baglanma kapasitesi kazandirir. Ornegin DEK proteini B DNA
formasyonu disindaki DNA’lara ve DNA siiper-dongiilerine baglanabilir [Waldmann
vd., 2003], [Bohm vd., 2005]. Ayrica dairesel DNA’ya baglanarak pozitif yonlii siiper
dongiiler olusturabilir [Waldmann vd., 2002]. DEK proteininin ayrica sekans spesifik
baglanma 6zelligi de vardir. DEK proteininin, HIV-2 (human immunodeficiency virus)
enhancer’min bir regiilatérii olan peri-Ets bolgesine ve yine peri-Ets bolgesine DNA
sekans1 olarak benzeyen MHC-II sinifi promotor bolgelerine baglanma kapasitesi

vardir [Fu vd., 1997], [Adams vd., 2003].

DNA baglanma ve kromatin yeniden diizenlenmesi fonksiyonlart ayni zamanda
DEK’in histon saperon &zelligi ile ilgilidir. insan ve farede DEK proteini, H3.3
regiilasyonuna katilir. Benzer 6zelligi D. melanogaster’de gosteren DEK proteini
histon H3.3 saperonu olarak gorev alir [Sawatsubashi vd., 2010]. DEK ifadesindeki
degisimler ile histon H3’deki bazi post-translasyonel modifikasyonlar arasinda
(H3K9me3 ve H3 asetilasyonu) baglant1 oldugu ortaya ¢ikarilmistir [Ivanauskiene
vd., 2014]. Bu DEK kaynakli H3 modifikasyonlar1 sonucunda ise DNA tamiri, hiicre

boliinmesi, immiin yanit1 ve migrasyon gibi farkli hiicresel yolaklar etkilenebilir.

3.2. Endojen DEK Proteini ve Gorevleri

Cogunlukla cekirdekte bulunan DEK proteininin proliferasyon, farklilagma, hiicre
Olimii, DNA tamiri, RNA islenmesi ve senesens de dahil olmak iizere pek c¢ok
fonksiyonu oldugu gosterilmistir [Waldmann vd., 2004]. DEK proteini hizli boliinen
hiicrelerde farklilagmis hiicrelere oranla daha fazla ifade edilir [Kappes vd., 2011].
Cesitli meme kanseri hiicre hatlariyla yapilan calismalarda DEK asir1 ifade edildiginde
proliferasyon hizinin arttigi, shRNA ile DEK ifadesi baskilandiginda ise
proliferasyonun azaldig1 goriilmiistiir [Wise-Draper vd., 2008]. Benzer sekilde asir1
DEK ifadesinin keratinositlerde farklilasmay1 azalttigi bulunmustur [Vinnedge vd.,
2011], [Wise-Draper vd., 2009]. Hematopoetik kokenli hiicrelerde DEK proteini
hematopoetik kok hiicrelerinin devamliligima katki saglar. Ayrica DEK’in
baskilanmasimin bu hiicrelerde koloni olusturma kapasitesini azalttigi goriilmiistiir
[Broxmeyer vd., 2012]. Hem asir1t DEK ifadesinin keratinosit 6mriinii uzatmasi hem

de replikasyonun neden oldugu yaslanmanin (replikatif senesens) ifadesini azaltmasi,
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DEK’in yaslanmada da gorevli olabilecegine dair kanitlar sunar [Wise-Draper vd.,
2005].

DEK ’in gesitli mekanizmalar ile apoptozda rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin
HeLa hiicre hattinda yapilan calismalarda DEK ifadesinin baskilanmasinin p53
stabilizasyonunu arttirarak p53 iligkili genlerin ifadesini arttirdigi ve hiicrenin
apoptoza gitmesine neden oldugu gosterilmistir [Wise-Draper vd., 2006]. DEK’in
apoptoza etkisi p53 ile sinirli degildir. Melanoma hiicrelerinde DEK ifadesinin
baskilanmasi p53°ten bagimsiz bir sekilde bir anti-apoptotik protein olan MCL-1" in
ifadesini azaltir. BOylece melanoma hiicrelerinin apoptoza gitmesine neden olur
[Khodadoust vd., 2009]. Ayrica DEK ifadesinin azalmasi sonucunda hiicrelerin
apoptoz tetikleyici baz1 ajanlara karsi daha duyarli hale gelmesi de DEK’in anti
apoptotik bir rolii oldugunu kanitlar niteliktedir [Khodadoust vd., 2009], [Kappes
vd., 2008]. Yine DEK proteini ifadesinin baskilanmasi, DNA tamir mekanizmalarinin
diizgiin ¢alisamamasindan kaynakli DNA hasar yanitin1 arttirarak genotoksik ilaglarin
etkilerini arttirir [Kavanaugh vd., 2011]. Bu durum DEK’in DNA tamiri ve kromatin

diizenlenmesindeki gorevine bir drnektir.

3.3. Salgilanan DEK Proteini ve Gorevleri

DEK proteini bir ¢ekirdek proteini olmasina ragmen bazi post-translasyonel
modifikasyonlar DEK’in kromatine olan afinitesini diisiirerek kromatinden ve
dolayisiyla ¢ekirdekten ayrilmasina neden olabilir. Yapilan ¢alismalar fosforillenmis
DEK’in hematopoetik hiicrelerden serbest formda salgilandigini gostermistir [Saha
vd., 2013]. Ayrica, IL-8 ile uyarilan monosit tiirevli makrofajlar aktif olarak CK2
bagiml fakat golgi araciligiyla olmamasina ragmen eksozomlar araciliiyla aktif
olarak DEK salgilayabilir [Mor-Vaknin vd., 2006]. Apoptoza giden T-hiicreleri ise
Poly-ADP ribozil modifikasyonu nedeniyle pasif olarak DEK salgilayabilir [Kappes
vd., 2008]. Genellikle otoimmiin hastaliklar ile iligkilendirilen salgilanmis yani hiicre
dis1 DEK ve DEK oto-antikorlar1 JIA hastalarinin eklem sivilarinda tespit edilmistir
[Mor-Vaknin vd., 2006], [Mor-Vaknin vd., 2011], [Mor-Vaknin vd., 2017].
Salgilanan DEK ayrica nétrofiller, sitotoksik T-hiicreleri ve NK (natural killer, dogal
katil) hiicrelerinin kemotaksisine neden olur [Mor-Vaknin vd., 2006], [Mor-Vaknin
vd., 2011]. DEK proteini, high mobility group box 1 (HMGB1) gibi salgilandiktan

sonra parakrin aktivite gosterebilen 2 ¢ekirdek proteininden birisidir [Mor-Vaknin
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vd., 2006], [Mor-Vaknin vd., 2011], [Dong vd., 1998]. Elektrostatik yiikii ve
hidrofilik 6zelligi nedeniyle hiicre i¢ine heparan siilfat proteoglikanlar (HSPGs) ile
alinir ve hiicre i¢ine alindiktan sonra niikleer lokalizasyon sinyali sayesinde ¢ekirdege

giderek DNA tamiri ve kromatin yeniden diizenlenmesi gibi fonksiyonlarini yerine

getirebilir [Capitano vd., 2017], [Saha vd., 2013].

DEK proteininin tipki CXCL2 ve CXCL8 gibi CXCR2’ye baglanabilen
miyelosupresif kemokinlerde oldugu gibi Glu-Leu-Arg (ELR) motifi tasidig1 tespit
edilmistir [Wise-Draper vd., 2009]. Bu bilgiyle baglantili bir sekilde hiicre disina
salgilanmis DEK proteininin CXCR2, HSPGs ya da Gai sinyal yolaklar1 araciligiyla
hedef hiicrelerinde proliferasyonu bloke ettigi goriilmiistiir [Capitano vd., 2019].
Ayrica DEK’in proliferasyonu inhibe etmek i¢in hiicre i¢ine alinmaya ya da ¢ekirdege
gdgiine ihtiyag bulunmamaktadir. ilgi ¢ekici olarak, salgilanan DEK’in ERK1/2, p38
MAPK, AKT gibi CXCR2 alt sinyal yolaklarinda fosforilasyona neden olarak
hematopoetik kok hiicre sayini arttirdigi buna karsin dnciil kan hiicrelerinin sayisini

azalttig1 gosterilmistir [Capitano vd., 2019], [Wilcher vd., 2023].

Dek geni silinmis farelerde yapilan bir transkriptom ¢aligmasinda rekombinant fare
DEK (rfDEK) proteini ile muamelenin Tnf ve CXCL10 gibi bazi inflamasyon
baglantili sitokinlerin mRNA ifadesinde artisa neden oldugu bulunmustur [Vinnedge
vd., 2011]. Yine aym ¢aligmada, rfDEK muamelesinin hematopoetik kok ve onciil
hiicrelerde kemotaksis ve migrasyon ile baglantili genlerin ifadesini arttirdig: tespit
edilmistir. LSK (Lineage-marker—, Sca-1+ ve c-Kit+) tiim hiicre tiplerinde (uzun ve
kisa siireli hematopoetik kok hiicreler ve multipotent onciil kan hiicreleri) rfDEK’e
dogru konsantrasyon bagimli kemotaksis oldugu; bu kemotaksisin CXCR2 ile iligkili
oldugu ve anti-CXCR2 antikoru ve Gai inhibitoriiniin kemotaksisi inhibe ettigi
gosterilmigstir [Catlin vd., 2013]. Yapilan tiim bu ¢aligmalar salgilanan hiicre disi
DEK’in hematopoetik kok ve onciil hiicreleri CXCR2 yoluyla kontrol eden ve
diizenleyen proinflamatuar bir sitokin ya da kemokin olabilecegini gdstermektedir

[Capitano vd., 2019], [Capitano vd., 2022].

3.4. DEK ile iliskili Hastaliklar

Yukarida deginilen pek ¢ok hiicresel siirecte rol alan DEK proteinin fonksiyonunda ya

da regiilasyonunda meydana gelebilecek sorunlar basta kanser ve otoimmiin
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hastaliklar olmak {izere bazi hastaliklarla iligkilendirilmektedir [von Lindern vd.,
1999]. Ornegin AML, glioblastoma ve melanomada ya da mesane, meme, kolon ve
karaciger kanserinde asir1 DEK ifadesi kotii prognoz, terapiye karsi direng, agresif
timor gelisimi ve metastaz ile iliskilendirilir [Riveiro-Falkenbach vd., 2010], [Yang
vd., 2021]. Kansere ek olarak sistemik lupus eritramatozus (SLE, Kelebek Hastaligi)
ve JIA gibi otoimmiin bozukluklara sahip hastalarda DEK oto-antikorlarinda artis
goriiliir [Mor-Vaknin vd., 2011], [Wichmann vd., 2000]. Ayrica bu hastalarda hiicre
disina salgilanan DEK, nétrofiller, T-hiicreleri ya da NK hiicrelerinin kemotaksisini
tetikleyerek immiin reaksiyon olugsmasina neden olur [Mor-Vaknin vd., 2011]. Ayrica
detaylar1 hala tam olarak bilinmemesine ragmen DEK proteininin Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda rol aldigi bilinmektedir [Rodriguez-Rodriguez vd.,
2024]. DEK’in HIV’in yasam dongiisiinii ve enfeksiyonun ilerlemesini HIV entegraz

enzimi ile girdigi etkilesim sonucu etkiledigi diisiiniilmektedir [Pease vd., 2015].

3.5. DEK ve Inflamasyon

Otoimmiin hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve tiimor olusumundaki etkileri
incelendiginde DEK’in inflamasyon ile iligkili oldugu agik¢a goriilmektedir. Ayrica
DEK ifadesinin ve salgilanmasinin inflamatuar ajanlar ile arttig1 buna karsilik immiin
baskilayici ilaglar ile azaldig1 goriilmiistiir [Mor-Vaknin vd., 2006]. Inflamasyon
arttirict beslenme diyetine sahip farelerde ve yine hava yolu inflamasyonuna neden
olan pargaciklarla in vitro olarak muamele edilen insan bronsiyal epitel hiicrelerinde
DEK ifadesinin anlaml bir sekilde arttig1 goriilmiistiir [Ibrahim vd., 2011], [Ruzzin
vd., 2010], [Kim vd., 2015]. Bu noktadan hareketle DEK ifadesindeki artisin nedenini
bulmak i¢in DEK geninin promotor bdlgesi incelendiginde inflamasyon ile
iliskilendirilebilecek C/EBPP, AP-1, Ets-1, NF-kB, STAT4 ve NF-AT gibi

transkripsiyon faktorlerinin baglanma motifi bulunmustur [Pease vd., 2015].

NF-kB ozellikle immiin yanit ve inflamasyon ile genlerin ifadesini diizenleyen bir
transkripsiyon faktorleri ailesi olarak tanimlanabilir. DEK’in baskilanmasi NF-xB’ nin
daha etkin olmasina neden olur. DEK ifadesinin olmadigi (Dek”) fare fibroblast
hiicrelerinde TNFo ile muamelenin p65’in (NF-«B alt birimi) ¢ekirdege
translokasyonunu arttirdigi, dolayisiyla NF-kB aktivitesinde ve NF-xB hedef
genlerinin ifadesinde yiikselis oldugu tespit edilmistir [Sammons vd., 2006]. Bu

durumla Ortiisen bir sekilde HeLa hiicrelerinde DEK ifadesi azaltildiginda IxkBa’ nin
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(NF-xB inhibitorii) fosforillenip yikilmasi sonucu NF-«xB aktivitesinin arttigi
goriilmiistiir. DEK’in ifadesi normal kosullarda da (asir1 ifade ya da baskilanma
olmadiginda) benzer sekilde IkBa degredasyonu yoluyla NF-kB aktivitesinde rol alir
[Kim vd., 2010], [Liu vd., 2012]. DEK’in asir1 ifadesi ise beklendigi iizere NF-xB
aktivitesini baskilayic1 etkiye sahiptir. Ayrica DEK’in HeLa hiicrelerinde TNFa
muamelesi sonrasinda IL-8 ve cIAP2 gibi NF-kB hedef genlerinin promotor

bolgelerine p65 ile baglandigi goriilmiistiir [Sammons vd., 2006].

3.6. DEK Proteininin NET Olusumundaki Rolii

Hiicre disina salgilanan DEK’in kromatin yeniden diizenlenmesindeki rolii, histon
saperonu olarak histon H3 regiilasyonu, T hiicreleri, NK hiicreleri ve noétrofillerin
kemotaksisini tetiklemesi; IL-8 gibi kemokinlerin CXCR2’ye baglanmasinda gorev
alan ELR motifine sahip olmasi; CXCR2 araciligiyla hiicre igine alinmasa da
hematopoetik kok hiicre regiilasyonunda rol almasi, NF-xB aktivitesinde etkili olmasi
gibi fonksiyonlar1 gz oniine alindiginda DEK’in nétrofiller ile CXCR2 aracilt bir
etkilesime sahip olup olmadigr bilinmemesine ragmen NETosis ile baglantili
olabilecegi diisiiniilmektedir [Kappes vd., 2001], [Sawatsubashi vd., 2010],
[Capitano vd., 2019], [Sammons vd., 2006].

Bu bilgileri destekler nitelikte, JIA fare modeli ile yapilan ¢alismalarda DEK ifadesi
olmayan farelerden izole edilen noétrofillerin PMA ve LPS ile uyarildiginda NET
olusturma kapasitelerinin kayboldugu bulunmustur [Mor-Vaknin vd., 2017]. Buna
ragmen ndtrofillerinin rfDEK proteini ile muamele edildiklerinde hiicre i¢ine veya
sitoplazmaya girmemesine ragmen NET olusturdugu goriilmiistiir [Mor-Vaknin vd.,
2017]. Yine ayn1 ¢alismada izole edilen insan nétrofillerinin DEK’i bloke eden DEK
aptamerleri (DTA-64) ile muamele edildiginde NET olusturma kapasitesini kaybettigi
goriilmiistiir [Mor-Vaknin vd., 2017]. Buna ragmen halen rekombinant insan DEK
proteininin tek basmma NET olusturma kapasitesine dair bir bilgi yoktur. Yapilan bir
diger in vivo ¢alismada ise astimda DEK’in yiiksek miktarlarda ifade edildigi ve DEK’i
hedefleyen aptamer DTA-64’{in ve DEK’i dogrudan hedefleyen miRNA-181b-5p’nin
asttimin neden oldugu enflamasyonu azalttig1 ve hava yollarin1 tekrar diizenledigi
goriilmistiir [Song vd., 2022]. Son olarak, yapilan fosfoproteomik analizlerde PMA,

ionomycin ve monosodium urate ile uyarilan nétrofillerde gelisen NETosis’te ortak
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olarak farkli regiile edilen fosforilasyon bolgeleri incelendiginde de DEK proteinine

rastlanmistir [Zhu vd., 2019].
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4. KORONA VIRUS HASTALIGI (COVID-19)

2020 yilmin mart aymda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) SARS-CoV-2 enfeksiyonu
kaynakli korona virilis hastaligini pandemi olarak ilan etti. Bu durum influenza
viriisiiniin 1918’ de neden oldugu HIN1 pandemisinden sonraki 5. pandemi ilantyd1
[Liu vd., 2020]. Bilim insanlar1 2019 y1il1 aralik ayinda ilk kez Cin’in Wuhan kentinde
kaynagini tanimlayamadiklari pndmoni vakalarina rastlandigini yayinladilar. Bundan
yaklasik 3 ay sonra Subat 2020’de ise bu rahatsizliklarin kaynaginin yarasalardaki
koronaviriisler ile iliskili oldugu tespit edildi ve neden olan viriise “siddetli akut
solunum sendromu / severe acute respiratory syndrome coronavirus —2” ya da SARS-
CoV-2 adi verildi [Liu vd., 2020], [Silva vd., 2022]. Bu viriis 2002 ve 2012
yillarindaki sirasiyla SARS-CoV-1 ve MERS-CoV’dan sonraki 3. koronaviriis
kaynakli salgina neden olmustur [Albright vd., 2015]. Haziran 2024 tarihi itibari ile
diinya genelinde 775 milyon kisi bu viriis ile enfekte olmus ve toplamda yaklasik 7

milyon kisinin hayatin1 kaybetmesine neden olmustur [Web2, 2024].

Koronaviriisler insanlar da dahil olmak iizere bircok memeli canliya ek olarak kus ve
baliklar1 da enfekte edebilirler [Chen vd., 2020]. Enfekte edebildigi canl
cesitliliginin ¢ok olmasi nedeniyle bu canlilarin insanlara viriisiin bulasmasinda araci
olabilecegi tahmin edilmektedir. Yarasalarda yaklasik olarak 5000 tiir koronaviriis
tespit edilmistir [Chen vd., 2020]. SARS, MERS ve COVID-19 dahil toplamda 6
farkli koronaviriis kaynakli hastaligin tasiyici canlilar yoluyla insanlarda orta, ciddi
ve hatta 6liimciil bozukluklara neden oldugu raporlanmistir [Chen vd., 2020], [Su

vd., 2016], [Ruiz-Aravena vd., 2022].

Koronaviriisler pozitif yonlii RNA viriisleridir [Liu vd., 2020]. Ortalama bir RNA
viriisii genomuna gore daha uzun (yaklasik 30 kbp) genoma sahiptir (Sekil 4.1) [Sajid
vd., 2022]. Spike, membran, zarf ve niikleokapsit olmak iizere 4 yapisal protein ifade
ederler. Bunlara ek olarak 9 aksesuar ve 16 yapisal olmayan protein kodlayabilirler
(Sekil 4.1) [Chen vd., 2020], [Sajid vd., 2022]. SARS-CoV-2 viriisii insan
hiicrelerine anjiotensin g¢evirici enzim 2 (ACE2) araciligiyla alinir. Viriisiin spike
proteini ACE2’ye baglanarak viriisiin insan konak hiicresine girisini baglatir. Spike
proteini trimerik bir yap1 olusturarak viral membranda agiklik olusturur. Ardindan 2
alt birimi olan spike proteinin ilk alt birimi ACE2’nin reseptor baglanma bolgesine

(RBD) baglanirken ikinci alt birimi insan ve viriis membranlarinin fiizyonunu baglatir
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(Sekil 4.2) [Pastorek vd., 2022]. Bu fiizyonu transmembran proteaz serin 2
(TMPRSS2) araciligiyla tetikler [Zhou vd., 2022], [Pinto vd., 2020], [Walls vd.,
2020]. Spike proteini COVID-19 tedavisi i¢in dizayn edilen notralize edici
antikorlarin ve bazi as1 ¢alismalarinin hedef proteinlerinden en 6nemlisidir [Liu vd.,
2020].
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Sekil 4.1: SARS-CoV-2 genomu, yapisi ve fonksiyonel bolgelerinin temsili gosterimi
[Sajid vd., 2022].

4.1. Koronaviriis Hastahg Iliskili NETosis

COVID-19 hastalarinin plazmasinda serbest DNA, DNA-MPO kompleksi ve Cit-H3
miktariin artis1 gibi NETosis ile iliskilendirilebilecek belirteglerin yiiksek oldugu ve
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bunun hastaligin kotii seyri ile iliskili oldugu tespit edilmistir [Zuo vd., 2020], [Veras
vd., 2020]. COVID-19’a sebep olan SARS-CoV-2 viriisii solunum sistemindeki epitel
hiicreleri enfekte etmesinin ardindan bu hiicrelerden sitokin ve kemokin
salgilanmasini ve noétrofillerin bu bolgeye kemotaksisini tetikler (Sekil 4.2) [Rong
vd., 2024], [Pastorek vd., 2022]. G6¢ eden ve aktive olan nétrofiller oksidatif
patlama yoluyla ROS iireterek ya da NE ve PAD4 gibi enzimleri aktive ederek NET
olusumunu tetiklerler. COVID-19°da iiretilen bu NET yapilarinin akciger, karaciger
ve kalp hiicrelerinde immiin tromboza ve yine karaciger ve bdbrekte damar
tikanikligina neden oldugu gosterilmistir [Rong vd., 2024]. Bu durum NET
yapilariin immiin sistem i¢in 6nemli olmasina ragmen asiri ve kontrolsiiz NET

olusumunun COVID-19’da olumsuz etkilere neden olabilecegini gostermistir (Sekil

4.2) [Rong vd., 2024], [Pastorek vd., 2022].
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Sekil 4.2: SARS-CoV-2 enfeksiyonunun neden oldugu NET olusumu ve
inflamasyonun sematik gdsterimi [Pastorek vd., 2022].

NET olusumu, epitel hiicrelerin salgilart araciligiyla olmadan, direkt olarak SARS-
CoV-2 ile enfekte notrofillerde de meydana gelebilir [Veras vd., 2020]. Yapilan
calismalarda hem canli SARS-CoV-2’nin hem de SARS-CoV-2 replikasyonunun
noétrofillerde NET olusumunu tetikledigi bulunmustur. Ayni ¢alismada SARS-CoV-
2’nin noétrofil hiicrelerini ACE2 ve TMPRSS2 araciligiyla enfekte ettikten sonra
dogrudan, PAD4 aracili olarak NETosis’i uyardigi belirtilmistir [Veras vd., 2020].
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Ayrica bazi durumlarda noétrofillerin  SARS-CoV-2 tarafindan C-tipi lektin
reseptorlerinin uyarilmasiyla dogrudan NET olusturdugu da bilinmektedir [Lemmp
vd., 2021]. Buna ek olarak MPO’nun C3 araciligiyla kompleman sistemi devreye
sokmasi da NETosis’i arttirir [de Bont vd., 2019].

COVID-19 hastalarinda diisiik dansiteli notrofil (LDN) miktarinin arttig1 ve bu artigin
NET miktarim1 arttirarak tromboza ve organ yetmezliklerine neden oldugu
raporlanmistir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu monosit ve makrofajlar1 aktive ederek IL-
1B ve IL-8 salgilanmasini arttirir ve nétrofillerin kan ve dokularda daha fazla NET
olusturmasina sebep olur. Fazla NET iiretimi de yine makrofajlardan IL-18
salinmasin1  tetikleyerek COVID-19 hastalarinin  immiin ~ sisteminin  hizla
bozulmasinda rol oynar [Park vd., 2020], [Rong vd., 2024]. NET olusumu ayrica
pihtilasma faktorlerinin aktive olmasina da neden olur. NET yapilart hem histonlar
aracilig ile trombin tiretimini arttirarak hem de bolgeye gelen pihtilasma 6nleyici
molekiillerin MPO ve NE enzimleri ile yikilmasi sonucu pihtilasmayi arttirarak doku

hasarma neden olur [Rong vd., 2024].

4.2. Notrofiller ve NETosis Hedefli COVID-19 Terapileri

COVID-19 ile nétrofiller arasindaki iliskiye dair yeni bilgiler ortaya ¢iktikca bilim
insanlar1 da hastaligin tedavisi icin nétrofiller ve genellikle NETosis’in olumsuz
etkilerini inhibe etmeye yonelik yeni ilag/tedavi stratejisi gelistirme ¢abasina
girmistir. COVID-19 tedavisi i¢in bilinen NETosis inhibitorlerinin yan1 sira bir¢ok
ila¢ da halen gelistirilme asamasindadir. Bu ilaglar genellikle NET olusumunda goérev
alan MPO, NE, PAD4 ve gasdermin D gibi enzimlerin inhibisyonuna yoneliktir
[Rong vd., 2024]. Bu ilaglar arasinda Lonodelestat, alvestat ve CHF6333 gibi faz 1
caligmalar1 stiren hem NE’nin toksik etkisini hem de NET olusumunu baskilayan NE
inhibitdrleri; Cl-amidine ve GSK484 gibi NET olusumunu ve trombozu azaltan PAD4
inhibitorleri ve disiilfiram gibi daha once alkolizm tedavisinde kullanilan ve NET

olusumunu sinirlandiran gasdermin D inhibitorleri sayilabilir [Rong vd., 2024].

NET vyapilariin DNaz ya da riboniikleaz gibi enzimlerle yikimi COVID-19
hastalarmma bu enzimlerin solunum yoluyla verilmesiyle denendiginde NET’lerin
neden oldugu trombozun azaldig1 goriilmiistiir. Ayn1 dogrultuda yapilan uzun siireli

etki vermesi planlanan DNaz-1 nano parcaciklari COVID-19 modeli farelere
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verildiginde NET yapilarinin neden oldugu sepsisin azaldigi raporlanmistir [Park vd.,
2021]. COVID-19 hastalarinda artan NETosis ile olusan tromboz, organ hasari ve
yetmezligi, akut solunum bozuklugu sendromu gibi etkilerin SARS-CoV-2
enfeksiyonunun neden oldugu sitokin firtinasinin inhibisyonu ile ¢dziilebilecegi
disiiniilmiistiir. Bunun i¢in Colchicine gibi nétrofillerin yeniden diizenlenerek
inflamasyon bolgesine kemotaksisini bloklayan ilaglar denenmektedir [Rong vd.,
2024]. Buna ek olarak NET olusumunu tetikleyen CXCLS8, IL-6, IL-1 p kemokin ve
sitokinlerin inhibitorleri ve notralize edici antikorlar1 ya da bu sitokin ve kemokinlerin
notrofillerdeki reseptorlerini bloklayan CXCR1/2 inhibitorii reparixin gibi ilaglar
sitokin firtinasinin neden oldugu etkileri bastirmak i¢in denenmektedir (Sekil 4.3)
[Morgulchik vd., 2021], [Landoni vd., 2022], [Kaiser vd., 2021]. Gelistirilen tim
bu ilag ve antikorlara ragmen COVID-19 hastaliginin neden oldugu etkiler halen tam
anlamiyla ortadan kaldirilamamistir. Hem COVID-19 hem de gelecekte meydana
gelebilecek NETosis baglantili pandemik salginlara ¢dziim olarak en az yan etkiye
sebep olan yeni ve etkin tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve yeni ilaglarin

kesfedilmesi kaginilmazdir [Rong vd., 2024].

* Prothrombotic,

Severe COVID-19

Autocrine and systemic

IL-8 loops Potential therapeutic targeting

Y anti IL-8 antibodies
@ Reparixin (CXCR-1/2 Inhibitor

Sekil 4.3: COVID-19 hastalarinda goriilen IL-8 baglantili NET olusumunun anti-1L-8
antikorlar1 ya da CXCR1/2 inhibitdrii Reparixin ile inhibisyonu [Kaiser vd.,
2021].
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5. MATERYAL

Tablo 5.1: Antikorlar

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

Mouse anti-human DEK

610948

BD Biosciences

Rabbit anti-human DEK A301-335A Bethyl Laboratories

Mouse anti-human IL-8/CXCLS8 MAB208 R&D

Mouse IgG1 isotype control MABO002 R&D

Mouse anti-human NE MA1 40220 Thermo

Goat anti-rabbit Alexa Fluor 647 | 4414S Cell Signalling
Technologies

Goat anti-mouse Alexa Fluor 555 | 4409S Cell Signalling
Technologies

Tablo 5.2: Rekombinant Proteinler

Uriin Katalog Numarasi Firma
Rekombinant Human DEK MBS968198 Mybiosource
Rekombinant Human IL-8 208 IL-010CF R&D

Tablo 5.3: Inhibitérler

Uriin Katalog Numarasi Firma

Reparixin HY-15251 MedChem
Tablo 5.4: Boyalar

Uriin Katalog Numarasi Firma
Sytox Green S7020 Thermo
Vectashield mounting media with | H-1200 Vector Lab

DAPI
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Tablo 5.5: Kitler

Uriin Katalog Numarasi Firma
COVID-19 IgG/IgM Rapid Test Uncov-40 Unscience
Human Protein DEK ELISA kit CSB-EL006710HU | Cusabio
Human Interleukin 6 ELISA kit CSB-E04638h Cusabio
Human IL-8 ELISA Kit ab214030 Abcam
Human IL-1 beta ELISA Kit ab214025 Abcam
Human Myeloperoxidase ELISA ab272101 Abcam
Kit
Citrullinated Histone H3 (Clone 501620 Cayman
11D3) ELISA Kit
TMB substrate kit, Pierce™ 34021 Thermo

Tablo 5.6: Kimyasal ve Soliisyonlar

Uriin Katalog Numarasi Firma
RPMI 1640 52400025 Gibco
1X PBS 15140122 Gibco
BSA A2153-10G Sigma-Aldrich
EDTA AMO9261 Invitrogen
Trypan Blue T10282 Invitrogen
Ethanol 9200525000 Isolab
Paraformaldehyde P6148 Sigma Aldrich
Triton 100-X T8787-100ML Sigma Aldrich
Histopaque 1119 11191 Sigma Aldrich
1X ACK Lysis Buffer RGF-315 KD Medical
Percoll P1644 Sigma Aldrich
Percoll SC500790A Santa Cruz
Micrococcal Nuclease ENO181 Thermo
Poly-L-Lysin P5899 Sigma Aldrich
PMA P1585 Sigma Aldrich
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Tablo 5.7: Sarf, plastik ve cam malzemeler

Uriin Katalog Numarasi Firma
Serum Toplama Tiipii 367955 BD
EDTA’l1 Kan Toplama Tiipti 367525 BD
8 kuyulu plaka 80827 Ibidi
96 kuyulu plaka 92096 TPP
Petri (100x20 mm) 93100 TPP
Thoma Lanmu 1.075.03.002 Isolab
Lam SuperFrost® Menzel 10118091 Thermo Scientific
Lamel (22x22m) 075.00.003 Isolab
Countes Slides NE-EVS-50 Nanoentek
Kriyoboks 616001 NEST
Kriyotiip 607101 NEST
Falkon 15ml / 50ml 510015 /510050 Capp
Siringa ucu filtre (0.45 pm) 99745 TPP
Siringa ucu filtre (0.22 um) 99722 TPP
Ependorf Tiip 0,6 ml /1,5 ml MCT-060-C/150-C | Axygen
Ependorf Tiip (PCR 0,2 ml) PCR-02-C Axygen
Pipet ucu (1000 pl) 5130150 Capp
Pipet ucu (200 ul) 5030090 Capp
Pipet ucu (20 pl) 315016 NEST
Pipet ucu (10 pl) 314016 NEST
Serolojik Pipet SP-05/10/25/50-C | Capp
Parafilm 058.01.001 Isolab
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Tablo 5.8: Cihazlar

Uriin Katalog Numarasi Firma
Konfokal Mikroskop LSM 880 Zeiss
ZOE Floresan Hiicre Gorlintiileyici 1450031 Biorad
Calkalayict S2025-B-230V Labnet International
Calkalayici RS-60 Biosan
Heat blok BSH1002-E Benchmark
Multi rétor Multi RS-60 Biosan
Etiiv 466-3510 VWR
Mikro pipet F167300 Gilson
Pipetor PA-100 Capp
Vorteks 62203001 Isolab
Mikro Santrifiij 1-14 Sigma
Hassas terazi 1.602.32.001 Isolab
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6. YONTEM

6.1. COVID-19 Hastahg1 Acisinda Saghkh, Akut ve
Konvelesan Bireylerden Serum Materyalinin Eldesi

Deneylerde kullanilacak saglikli ve COVID-19 hastas1 bireylerden serum toplandi
(n=60). Saglikli serum 6rnekleri yas1 18 ve iizerinde olan kadin ve erkek, son 14 giin
icerisinde COVID-19 belirtisi gostermedigini ve bilinen herhangi bir kronik
enflamatuar hastalig1 olmadigini bildiren goniillii bireylerden alindi. Toplanan saglikli
birey serumlarinin SARS-CoV-2 negatifligi daha sonra antikor testi ile dogrulandi. Bu
tezde kullamlan goniillii saglikli birey serumlarindan 30 tanesi Kocaeli Universitesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali {iyesi Dog. Dr. Naci Cine ve ekibi tarafindan saglandi.
Bunlara ek olarak yukaridaki sartlar1 saglayan 30 farkli goniillii bireyden kan alinarak
serum izolasyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in her bireyden BD Vacutainer® serum
tiplerine yaklasik olarak 5 ml kan alindi. Alinan kanlar 2 saat boyunca oda
sicakliginda dik bir sekilde inkiibe edildi. Ardindan 1000 rpm hizinda 15 dakika
boyunca oda sicakliginda santrifiijlendi ve ilist katmanda toplanan serum Ornegi
topland1. Kriyotiipler icerisine alikotlandi. Alikotlanan 6rnekler -20°C’de uzun siireli

olarak saklandi.

Hasta serumu ornekleri ise yasi 18 ve iizerinde olan kadin ve erkek, SARS-CoV-2
pozitif oldugu tespit edilmis, COVID-19 hastaligini aktif olarak ge¢irmis olan, yatarak
tedavi gérmiis ya da gérmemis 68 bireyden serum Ornegi alindi. Serum ornekleri
hastandan alindiklar1 doneme gore akut (n=23) ve konvalesan (n=45) olarak 2 gruba
ayrildi. SARS-CoV-2 viriisii enfeksiyonun 1-7 giinlerinde alinan serum &rnekleri akut,
21-28 giinlerinde alinan serum oOrnekleri konvelesan olarak kabul edildi. Alinan bu
serum Ornekleri klinik arastirma ve tedavi amagli kullanimdan artmis olan serum
ornekleridir. Bu tezde kullanilan tiim hasta serumlar1 (n=68) Marmara Universitesi,
Pendik Egitim Arastirma Hastanesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 iiyesi Prof.

Dr. Aysegiil Karahasan ve ekibi tarafindan saglandi.
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6.2. SARS- CoV-2 Antikor Testi

Bu tezde kullanilan tiim saglikli serum 6rnekleri ve saglikli bireylerden alinan kan
ornekleri COVID-19 negatifligini degerlendirmek amaciyla ticari olarak satin alinan
IgG/IgM COVID-19 hizli yatay akis antikor testi ile test edildi. Testten Once
degerlendirilecek 6rnek ve kit oda sicakligina getirildi. Ardindan 20 pl saglikli serum
ornegi ya da 30 pl saglikli bireyden nétrofil izolasyonu sirasinda alinmis plazma
ornegi testin iizerindeki ilgili kuyucuga eklendi. Ornegin iizerine 1 damla kit tarafindan
saglanan yiiriitme soliisyonu damlatildi. 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra, testin belirte¢ bolgesinden yiiksek ¢oziiniirliiklii
goriintiiler alind1i. Analiz ve degerlendirme igin goriintiller JPEG olarak kaydedildi.
Orneklerin SARS-CoV-2 pozitif ve negatifligi 1gG, IgM ve kontrol bant tespitlerine
gore kit talimatlar ile gérsel inceleme yoluyla degerlendirildi (EK-A).

6.3. Notrofil izolasyonu

Deneylerde kullanilmak iizere 18 yas ve lizeri olan kadin ve erkek, son 14 giin
igerisinde COVID-19 belirtisi gostermemis Ve bilinen herhangi bir kronik enflamatuar
hastalig1 olmayan goniillii bireylerden alinan periferik kandan nétrofil izolasyonu
yapildi. Bunun i¢in goniillii bireylerden 6ml kan BD Vacutainer® K:EDTA tiiplerine
alindi. 6ml histopaque 1119,15 ml falkon tiip igerisine koyuldu. Alinan kandan 6 ml
bekletilmeden histopaque 1119 {izerine karistirilmadan yavasca eklendi. Falkon 800 g
hizinda 20 dakika boyunca hizlandirma degeri 1 (acceleration) ve frenleme degeri ise
0 (brake) olacak sekilde santrifiij edildi. Kan ve histopaque 1119’un gradiyent
olusturdugu goriildiikten sonra en {istte bulunan plazma kismi ve plazmanin hemen
altinda bulunan beyaz — seffaf fazda kalan periferik kan mononiikleer hiicreleri atildi
(Sekil 6.1). Plazma o6rnegi atilmadan 6nce SARS-CoV-2 antikor testi yapildi.
Ardindan kirmizi-pembe renkteki graniilosit, kirmizi kan hiicresi ve histopaque 1119
karistm1 50 ml falkon tiipte topland1 ve 50 ml’e kadar 1X DPBS (Ca*? ve Mg*?
iyonlarin1 icermeyen) ile tamamlandi. Gradiyentteki fazlar alinirken birbirlerine
karigmamalarina dikkat edildi. Falkon 1200 rpm hizinda 5 dakika boyunca hizlandirma
degeri 5 (acceleration) ve frenleme degeri ise 4 (brake) olacak sekilde santrifiij edildi.
Bu asamadan sonra yikanan graniilosit ve eritrosit karigimi hiicrelerden ndtrofil

izolasyonuna iki farkli yontemle devam edildi.
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Plazma

Periferal Kan

Mononukleer Hucreler

Santrifuj

Histopaque 1119 Granulositler

Kirmizi Kan Hlcreleri

Sekil 6.1: Periferal kan 6rneginin yogunluk gradyanli santrifiijlenmesi

6.3.1. ACK Liziz Soliisyonu ile

1X DPBS ile yikanan graniilosit ve eritrosit karigimi hiicreler santrifiijden alindiktan
sonra siipernatant dikkatlice atildi. Pelet hafif¢ce karistirildiktan sonra 10ml 1X ACK
Lizis soliisyonu eklendi. Hiicreler 5 dakika boyunca, oda sicakliginda, hafifce
karistirilarak inkiibe edildi, eritrositlerin ortamdan uzaklasmasi saglandi. Inkiibasyon
sonunda 40 ml 1X DPBS eklendi. Falkon 1200 rpm hizinda 5 dakika boyunca
hizlandirma degeri 5 (acceleration) ve frenleme degeri ise 4 (brake) olacak sekilde
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler tekrar 10ml
1X ACK Lizis soliisyonu ile 5 dakika boyunca, hafif sekilde calkalanarak inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda falkon 1X DPBS ile dolduruldu ve santrifiij edildi (1200
rpm, 5 dakika, hizlandirma 5, frenleme 4). Siipernatant atildi ve hiicreler 20 ml 1X
DPBS ile son kez yikandi ve santrifiij edildi (1200 rpm, 5 dakika, hizlandirma 5,
frenleme 4). Santrifiij sonunda siipernatant atildi. Elde edilen nétrofiller %1 saglikli
bireyden alinmig serum igeren 1 ml RPMI besiyeri icerisinde ¢6ziildii. Ardindan

hiicreler sayim i¢in hazirland.
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6.3.2. Percoll Gradiyent Yontemi ile

1X DPBS ile yikanan histopaque 1119 gradiyentinden alinan graniilosit ve eritrosit
hiicrelerinin oldugu faz santrifiijden alindiktan sonra 2 ml 1X DPBS igerisinde
¢ozildi. Ardindan graniilositleri eritrositlerden ayirmak i¢in kullanilacak percoll
gradienti hazirlandi. Bu gradiyenti hazirlamak i¢in 9 ml percoll ile 1ml 10X PBS
karistirilarak %100°liik percoll elde edildi. Daha sonra hazirlanan %100 percoll ve 1X
DPBS kullanilarak %85, %80, %75, %70 ve %65 diliisyonlar1 hazirlandi. 15 ml
falkona en altta %85 percoll diliisyonu olacak sekilde asagidan yukariya dogru %85-
80-75-70-65 diliisyonlarinin her birinden 2 ml hacimde birbirlerine karistirilmamasina
Ozen gosterilerek eklendi. Hazirlanan gradiyentin tizerine 2 ml graniilosit ve eritrosit
hiicre karisimi eklendi. Falkon 800 g hizinda 20 dakika boyunca hizlandirma degeri 1
(acceleration) ve frenleme degeri ise 0 (brake) olacak sekilde santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasin iist fazda yogunlagsan monosit hiicre fazi (%65 percoll diliisyonuna denk gelen
faz) tamamen atildi. Ardindan %70-80 percoll diliisyonu araliginda bulutsu bir faz
olusturan nétrofil toplulugunun tamami toplandi ve yeni bir 50 ml falkona aktarildi
(Sekil 6.2). Monosit ve notrofil katmanlar1 ayristirilirken hiicre tipleri arasinda gapraz
kontaminasyon olmamasi amaciyla her adimda pipet ucu degistirildi. Notrofillerden
percoll uzaklagtirmasi i¢in falkon tiipii 50 ml’ye kadar steril 1X DPBS ile dolduruldu
ve hiicreler 1200 rpm hizinda 5 dakika boyunca hizlandirma degeri 5 (acceleration) ve
frenleme degeri ise 4 (brake) olacak sekilde santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
siipernatant atildi. Elde edilen nétrofiller %1 saglikli bireyden alinmis serum igeren

Iml RPMI besiyeri igerisinde ¢6ziildii. Ardindan hiicreler sayim i¢in hazirlandi.
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Sekil 6.2: Percoll ile gradyan santrifiij sonrasi graniilositlerin konumu

6.4. Poly-L-Lysin Kaplama

Deneylerde kullanilacak hiicre kiiltiirii tabaklar1 nétrofil tutunmasinmi kolaylagtirmak
amaciyla deneyin bir giin 6ncesinde Poly-L-Lysin ile kaplandi. Bunun i¢in 1 mg/ml
konsantrasyondaki poly-I-lysin steril su kullanilarak 1:10 diliisyonla 100 ug/ml olan
calisma soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu calisma diliisyonundan 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii tabaklarinin her bir kuyusu i¢in 50 pl eklendi. Ardindan kuyular oda
sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda kuyular poly-I-
lysin toplandi ve 200 ul 1X DPBS ile 2 kez yikandi. Kuyularin steril bir sekilde
kurumas igin hiicre kiiltiirii tabaklari UV 15181 altinda en az 2 saat boyunca kurumaya
birakildi.

6.5. Notrofil Hiicre Dis1 Tuzaklar1 Olusumunun Uyarilmasi
ve Baskilanmasi

Saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller %1 saglikli serum igeren RPMI igerisinde
¢oziildiikten sonra poly-I-lysin ile kaplanmis 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarina
her kuyuda 10° nétrofil olacak sekilde, 60ul ayni besiyeri igerisinde ekildi. Ardindan
hiicrelerin tutunmasi i¢in 20 dakika boyunca 37°C ve %5 CO- sartlarinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda ilgili kuyulara 20 ul %1 saglikli serum iceren RPMI igerisinde
hazirlanmis nétrofil hiicre dis1 tuzaklarinin olusumunu inhibe etme potansiyeli tagiyan
ve final konsantrasyonu 2,5 pg/ml anti DEK (BD), 2,5 pg/ml anti DEK (Bethyl), 2,5
ug/ml anti 1L8 ya da 3,2-20 uM Reparixin olacak sekilde eklendi. Ardindan rDEK ve

rIL8 ile NETosis uyarilacak hiicreler i¢in 1 saat, hasta serumu kullanilarak NETosis
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uyarilacak hiicreler i¢in 2 saat boyunca 37°C ve %5 CO: sartlarinda inkiibasyon
gerceklestirildi. inkiibe edilen hiicrelerin {izerine 20 pl %1 saglikli serum igeren RPMI
igerisinde hazirlanmis notrofil hiicre dis1 tuzaklarinin olusumunu uyarmasi beklenen
ve final konsantrasyonu 3,5 ug/ml rDEK, 100 ng/ml rIL8 olacak sekilde rekombinant
proteinler ya da 20 pl hasta serumu (1:5) eklendi. Rekombinant protein eklenerek
NETosis uyarilacak hiicreler 1 saat, hasta serumu kullanilarak NETosis uyarilacak
hiicreler ise 2 saat boyunca 37°C ve %5 CO; sartlarinda inkiibe edildi. Notrofil hiicre
dis1 tuzaklarinin olusumu inkiibasyon siiresinin ardindan SytoX green boyamasi ya da

NET ile iligkili MPO kantifikasyonu yoluyla degerlendirildi.

6.6. Sytox Green Boyamasi Yoluyla  NETosis
Degerlendirilmesi

Notrofiller 1 ya da 2 saat boyunca NETosis i¢in uyarildiktan sonra kuyular 20 pl %1
saglikli serum iceren RPMI igerisinde hazirlanmis finalde 500nM Sytox green olacak
sekilde eklendi. Ardindan Sytox green boyasinin hiicre dist DNA’y1 boyamasi igin 15
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerine 120 pl %8 PFA
soliisyonu eklendi. Boylece hiicreler finalde %4 PFA igerisinde gece boyu oda
sicakliginda fikse edildi. Fiksasyondan sonra PFA ortamdan uzaklastirildi ve 200 pl
1X DPBS yavas¢a eklendi. Ardindan hiicreler ZOE floresan hiicre goriintiileyicide
20X objektifte incelendi. Her kuyudan 5 farkli bolgenin basit 151k (brightfield) ve yesil
floresan kanallarinda goériintiiler alindi. Alinan goériintiiler birlestirildi (merge) ve

DANA | ile analiz edildi.

6.7. NET Iile iliskili MPO Kantifikasyonu ile NETosis
Degerlendirilmesi

Notrofillerin hiicre dis1 tuzak olusumu ig¢in inkiibasyonu bittikten sonra besiyeri
yavagea atildi. Hiicrelerin tizerine 100 ul 1X DPBS igerisinde 5U/ml konsantrasyonda
Micrococcal Nuclease eklendi. Ardindan hiicre dist DNA nin kesilmesi i¢in 10 dakika
boyunca 37°C ve %5 CO; sartlarinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyonu
durdurmak i¢in 2 pl 0,5 mM EDTA eklendi (final konsantrasyonu 10mM EDTA).
Ardinda kuyulardaki 1X DPBS V sekilli tabanli 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabaklarma
aktarilir ve 400 g hizinda 5 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasinda supernatant tekrar diiz tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabagina
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aktarildi. TMB substrat1 esit hacimde TMB ve H2O; karistirilarak hazirlandi. Aktarilan
slipernatantin iizerine esit hacimde TMB substrati eklendi (ortalama 90-95 pl).
Ardindan oda sicakliginda kuyularin rengi maviye dondiigii goriilene kadar 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon eklenen TMB miktar1 kadar
2N siilfirik asit ile durduruldu. Kuyularin 450nm” deki absorbans degerleri MultiSkan
FC plate okuyucu kullanarak alindi.

6.8. DANA | Analizi

NETosis uyarilan ve goriintiileri alinan notrofiller ImageJ ve Java temelli bir program
olan DNA Alan1 ve NETosis Analizi (DANA) kullanilarak nétrofil hiicre tuzaklarinin
olusumu degerlendirildi [Rebernick vd., 2018]. Bunun i¢in oncelikle basit 151k
mikroskobuyla alinan goriintiilerde toplamda kag¢ hiicre oldugu Imagel] programi
kullanarak belirlendi. Ardindan ImageJ programina kurulan DANA 1 eklentisi ile
Sytox green pozitif hiicre sayist bulundu. DANA I eklentisi ¢alistirildiginda her
fotograf icin o fotograftaki hiicre sayisin1 ve 6zelliklerini (en, boy, floresan yogunluk,
yuvarklaklik, en fazla ve en az parlaklik vb.) gosteren .csv uzantili bir ¢iktr alindi.
Gruplardaki .csv uzantili dosyalar her bir grup i¢in ayr1 ayr1 Java temelli DANA II
programina yliklendi. Burada en kiigiik ¢apli 5 NET olusturmamus hiicre, saglikli hiicre
kabul edildi ve bu saglikli hiicrelerin ortalama alanindan 2 kat daha biiyiik alana sahip
hiicreler ise NET olusturdugu kabul edilecek sekilde ayarlandi. DANA I
programindan belirtilen ayarlarla ¢alistirildiktan sonra ¢ikt1 olarak 6zet bilgiler iceren
.csv uzantili ¢ikti alindi. Bu ¢iktidan analiz edilen fotograflardan Sytox pozitif
hiicrelerin ylizden kagimin NETosis’e gittiginin ve DNA alaninin ortalamasi alindi.
Toplanan tiim bu veriler ile her grubun NETosis’e gitme oranini bulmak i¢in 6nce
NETosis yiizdesi ve toplam Sytox pozitif hiicre sayisi oranlanarak, Sytox pozitif
hiicrelerin kag tanesisin NETosis’e gittigi bulundu. Ardindan bu say1 ile toplam hiicre
say1s1 oranlanarak, fotograflardaki hiicrelerin yiizde kaginin NETosis’e gittigi ortaya

¢ikarildi [Rebernick vd., 2018].

6.9. Immiinofloresan Boyama

Saglikl bireylerden izole edilen nétrofiller %1 saglikli serum iceren RPMI igerisinde

coziildiikten sonra poly-I-lysin ile kaplanmis 8 kuyucuklu IBIDI cam hiicre kiiltiirii
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tabaklarina her kuyuda 2x10° nétrofil olacak sekilde, 100ul ayn1 besiyeri igerisinde
ekildi. Ardindan hiicrelerin tutunmasi igin 20 dakika boyunca 37°C ve %5 CO>
sartlarinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda ilgili kuyulara 50 pl %1 saglikli serum
iceren RPMI icerisinde hazirlanmis noétrofil hiicre disi tuzaklarinin olusumunu inhibe
etme potansiyeli tasiyan ve final konsantrasyonu 5 pg/ml anti DEK (Bethyl) ya da 400
NM reparixin olacak sekilde eklendi. Ardindan hiicreler 2 saat boyunca 37°C ve %5
CO; sartlarinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerine 50 ul %l
sagliklt serum iceren RPMI igerisinde hazirlanmis nétrofil hiicre disi tuzaklarinin
olusumunu uyarmasi beklenen ve final konsantrasyonu 3,5 pg/ml rDEK 100 ng/ml
rIL8 olacak sekilde rekombinant proteinler ya da 50 pl hasta serumu (1:5) eklendi.
Hiicreler 2 saat boyunca 37°C ve %5 CO- sartlarinda inkiibe edildi. Sonra kuyulara 50
ul %1 saglikli serum iceren RPMI igerisinde hazirlanmis finalde 500 nM Sytox green
olacak sekilde eklendi. Ardindan Sytox green boyasinin hiicre digt DNA’y1 boyamasi
icin 15 dakika inkiibasyona birakildu.

IBIDI-8 kuyulu hiicre tabaginda yapilan NETO0SiS deneyindeki bu hiicreler
immiinofloresan boyamada kullanildi. Hiicrelerden Sytox uzaklastiriimadan 250 pl
olan total besiyeri hacmine, 250 pul %8’lik PFA eklendi (final konsantrasyonu %4
PFA) ve hiicreler 2 saat oda sicakliginda fikse edildi Iki saat sonunda PFA hiicrelerden
uzaklastirilds, bir kez 700 ul 1X DPBS’le yikandi ve hiicreler 400 pul 1X DPBS igerinde
gece boyu +4°C de bekletildi. Ertesi giin kuyulardan 1X DPBS uzaklastirildi. 200 ul
%0,5 Triton-X-100 eklendi (1X DPBS i¢inde hazirlandi). 1 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi ve Triton-X-100 uzaklastirildi. 400 ul 1X DPBS eklenerek, 3 kez, 1er dakikalik
yikamalar yapildi. Hiicrelerin tizerine 200 pl %2 BSA igeren 1X DPBS eklenerek
bloklandi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. BSA iceren DPBS atildi ve
hiicrelerin tizerine 200 ul primer DEK antikor eklendi (Purifiye edilmis tavsan anti
insan DEK: Bethyl). DEK antikoru %1 BSA‘li PBS igerisinde 1:50 oraninda
seyreltilerek hazirlandi. Hiicreler DEK antikoru ile 1 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi. 1X DPBS ile, 3 kez, beser dakikalik yikamalar yapildi. Yikamalar
sonunda 1X DPBS atild1 ve hiicrelerin iizerine 200 pul sekonder antikor eklendi. (Alexa
Fluor 647 Rabbit). Alexa fluor 647 antikoru %1 BSA igeren 1X DPBS kullanilarak
1:500 seyreltildi. Hiicreler 1 saat boyunca oda sicakliginda sekonder antikor ile inkiibe
edildi. Ardindan 1X DPBS ile, 3 kez, beser dakika boyunca yikandi. Hiicrelerden 1X
DPBS uzaklastirildi. Hiicreler 200 ul %4 PFA ile 20 dakika boyunca tekrar fikse
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edildi. Fiksasyon sonunda hiicreler 3 kez 1X DPBS ile yikandi ve 200 ul %2 BSA
iceren 1X DPBS ile 30 dakika boyunca yeniden bloklandi. BSA igeren 1X DPBS atildi
ve hiicrelerin tizerine 200 pl primer Notrofil elastaz antikoru (Fare, anti insan) eklendi.
Notrofil elastaz antikoru %1BSA‘l1 1X DPBS igerisinde 1:50 oraninda seyreltilerek
hazirlandi ve gece boyu antikor ile +4°C’ de bekletildi. Ertesi giin antikor
uzaklastirildi ve 3 kez 1X DPBS ile yikandi. 1X DPBS uzaklastirildi ve hiicrelerin
tizerine 200 ul sekonder antikor eklendi (Alexa Fluor 555 Fare). Alexa fluor 555
antikoru %1 BSA‘li 1X DPBS igerisinde 1:500 sulandirilarak hazirlandi  Oda
sicakliginda 60 dakika boyunca sekonder antikor ile inkiibasyon gergeklestirildi.
Hiicreler 3 kez 1X DPBS ile yikandiktan sonra Zeiss LSM880 Konfokal Mikroskobu
200X ve 630X biiylitmede goriintiiler alindi.

6.10. DEK, IL-8, IL-6, IL-1B, Cit-H3 ve MPO Belirteclerinin
ELISA ile Degerlendirilmesi

Sagliklt ve hasta bireylerden alinan serumlardaki DEK proteininin; interlokin 8
interlokin 6, interlokin 1 beta sitokinlerinin ve sitriillinlenmis histon 3 ile
miyeloperoksidaz gibi NETosis belirteclerinin miktar1t ELISA yontemiyle belirlendi.
Bu amagla serumlar DEK proteini i¢in 1:5, IL8 sitokini i¢in 1:8, IL6 sitokini i¢in 1:5,
IL1p sitokoni igin 1:5, Cit-H3 proteini igin 1:5, MPO proteini i¢in 1:8 sulandirilarak
ticari olarak satin alinmig ELISA Kkitleri kullanilarak tireticinin belirdigi protokollere

gore deneyler gerceklestirildi. Sonuglar MultiSkan Fc plaka oyucu ile 6l¢iildii.

6.11. istatistiksel Analiz

Bu tez ¢alismasindaki bagimsiz deneyler sonucunda bulunan sonuglar, kurulan deney
planina uygun amagla Mann-Whitney U testi, unpaired student-t testleri ve Pearson
korelasyonlari ile degerlendirildi. Ortalamaya standart sapmanin 2 katindan daha uzak
olan ug degerler analiz dis1 birakildi. Gergeklestirilen tiim deneysel siire¢ sonunda elde
edilen veriler GraphPad Prism versiyon 8.0.0 (Windows, GraphPad Software, San
Diego, California USA, www.graphpad.com) kullanilarak istatistiksel olarak

incelendi.
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7. BULGULAR

7.1. Rekombinant DEK ve Interlokin-8 ile Uyarilan
Notrofillerde NETosis

DEK proteininin NET olusumu tlizerindeki potansiyel etkisini incelemek i¢in ilk olarak
saglikli nétrofillerin rekombinant DEK (rDEK) ile uyarilip uyarilmadig: test edildi.
Bunun i¢in saglikli bireylerden elde edilen notrofiller daha 6nce endotoksin tasimadigi
belirtilmis ticari olarak temin edilen rDEK ile uyarildiktan sonra hiicre dist DNA’ya
baglanan Sytox green ve bir NETosis belirteci olan NE ile immiinofloresan
boyanmistir. rDEK’e ek olarak saglikli notrofiller CXCR1/2 reseptorleri araciligryla
NET olusumunu tetikledigi bilinen rekombinant interlokin-8 (rIL-8) ve CXCR1/2’den
bagimsiz bir sekilde NET olusturan PMA ile uyarilmistir. Konfokal mikroskobu ile
incelenen notrofillerde rDEK, rIL-8 ve PMA ile muamelenin hem hiicre dist DNA hem
de NE miktarini arttirdig1 goriintiilenmistir (Sekil 7.1).
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Kontrol

Sekil 7.1: rDEK ve rlIL-8 ile uyarilan nétrofillere ait konfokal mikroskop
goriintiileri. Saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller 1 saat boyunca
rDEK (5 pg/ml), rIL-8 (100 ng/ml) ya da PMA (100 nM) ile uyarilmistir.
Hiicre dis1t DNA Sytox green (yesil) ve fiksasyon ardindan anti-nétrofil
elastaz (NE, mavi) ile boyanmistir. Immiinofloresan 6rnekleri 200X
bliyiitme ile konfokal mikroskopta goriintiilenmistir.

7.2. Anti-DEK ve Anti-1L-8 Antikorlarinin NETosis’e Etkisi

rDEK’in NETosis olugturma kapasitesini dogrulamak amaciyla anti-DEK antikorlar1
kullanilarak NET olusumunun baskilanmasina karar verildi. Bunun igin ilk olarak
ticari olarak elde antikorlarin nétrofiller lizerindeki etkisi test edildi. Deneylerde iki
farkl1 anti-DEK antikoru kullanildi. Ilki BD Bioscience firmasindan satin alinan insan
DEK proteininin 19.-169. amino asitleri arasindaki bolgeye reaktivite gdsteren fare
IgG1 izotipindeki anti-DEK antikorudur (anti-DEK (BD)). Ikinci antikor ise Bethyl
Laboratories firmasindan satin alinan insan DEK proteininin 225.-275. amino asitleri
bolgesine reaktivite gdsteren tavsan IgG izotipindeki anti-DEK antikorudur (anti-DEK
(Bethyl)). Ayrica kontrol olarak insan IL-8 proteininin Ser28- Ser99 amino asitlerine
reaktivite gosteren fare IgG1 izotipinde notralize edici etkisi daha once gosterilmis

olan anti-IL-8 antikoru da kullanilmistir.
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Saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller farkli konsantrasyonlarda anti-DEK (1-10
pg/ml) ve anti-IL-8 (2,5-10 pg/ml) antikorlar1 ile muamele edildi ve Sytox green
boyamasi ardindan konfokal mikroskobu ile 5 bagimsiz alandan goriintiilendikten
sonra DANA I yontemi ile analiz edildi (Sekil 7.2). Anti-DEK antikorlar1 ile muamele
edilen notrofillerde 1-5 pg/ml araligindaki konsantrasyonlarda yaklasik %10-20
araliginda bir NETosis degisimi goriiliirken, 10 pg/ml anti-DEK (BD) ve anti- DEK
(Bethyl) antikor muamelesinde NETosis oraninin sirastyla %42 ve %96 arttig1
goriilmiistiir (Sekil 7.2 A-C). Anti-IL-8 antikoru ile muamele edilen nétrofillerde ise
2,5 pg/ml konsantrasyonda %55°lik artis olmasina ragmen artan konsantrasyonlarda
bu artisin azaldigr goriilmektedir (Sekil 7.2 A, D). Tim antikor muameleleri
incelendiginde istenmeyen NET olusumlarint minimumda tutarak rDEK ile uyarilan
saglikli nétrofillerin NETosis’ini inhibe etmek amaciyla tiim antikorlarin 2,5 pg/ml

konsantrasyonda kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 7.2: Anti-DEK ve Anti-IL-8 antikorlarinin saglikli nétrofiller {izerindeki
etkilerinin incelenmesi. (A-D) saglikli bireylerden elde edilen nétrofiller 1
saat boyunca 1-10 pg/ml anti-DEK (BD), 1-10 pg/ml anti-DEK (Bethyl)
ya da 2,5-10 pg/ml anti-IL-8 antikorlar1 ile muamele edildikten sonra
Sytox green (yesil) ile boyanmistir. Her 6rnek 5 bagimsiz alandan konfokal
mikroskopta 200X biiylitme ile goriintiilenmistir. (A) Test edilen tiim
kosullar i¢in temsili mikroskop goriintiileri. (B-D) Goriintiilenen alanlarin
DANA I analizi ile NET olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi.
Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.

7.3. rDEK ve riIL-8 ile Uyarilan NETosis’in Anti-DEK ve
Anti-1L-8 Antikorlar ile Baskilanmasi

NET olusumunda DEK proteininin roliinii dogrulamak amaciyla rDEK ile uyarilan
notrofillerde NETosis’in anti-DEK antikorlar: ile baskilanip baskilanamayacag: test
edildi. Bunun i¢in saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller anti-DEK antikorlart ile

On inkiibasyona birakildiktan sonra rDEK ile NET olusumu i¢in uyarildi. Sytox green
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goriintiilerinden analiz edilen NETosis oranlarina goére rDEK muamelesinin
kontrolden, istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, 1.75 kat daha fazla NET
olusturdugu; anti-DEK (BD) ve anti-DEK (Bethyl) antikorlar1 muamelelerinin ise
rDEK ile uyarilan NETosisi sirasiyla 2.3 ve 5.9 kat azalis ile, istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde, kontrol hiicrelerden bile daha diisiik bir NETosis seviyesine kadar
inhibe etmistir (Sekil 7.3 A-B). NET iliskili MPO analizlerine gore ise rDEK’in
NETosis oranini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 2.34 kat arttirdigi, anti-DEK
(Bethyl) antikorunun da rDEK ile uyarilan NETosis miktarini istatistiksel olarak
anlamli bigimde 7.5 kat azalttig1 ve kontroliin de altinda NETosis seviyelerine kadar

inhibe ettigi gorilmiistiir (Sekil 7.3 C).
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Sekil 7.3: rDEK ile uyarilan saglikli nétrofillerdeki NET olusumunun anti-DEK
antikorlar1 ile baskilanmasi. (A-C) saglikli bireylerden izole edilen
notrofiller 15 dakika boyunca 2,5 pg/ml anti-DEK (BD) ve 2,5 pg/ml anti-
DEK (Bethyl) ile inkiibe edildikten sonra 1 saat boyunca 3,5 pg/ml rDEK
ile uyarilmistir. (A, B) Ardindan nétrofiller Sytox green (yesil) ile
boyanmustir. Her 6rnek 5 bagimsiz alandan konfokal mikroskopta 200X
bliyiitme ile goriintiilenmigstir. (A) Test edilen tiim kosullar i¢in temsili
mikroskop goriintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA 1 analizi ile
NET olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi. Sonuclar 3 bagimsiz
deneyin ortalamasidir. (C) Paralel olarak gergeklestirilen NET iliskili
MPO seviyesi analizi. Sonuglar 2 bagimsiz deneyin ortalamasidir. Her
ornek ilgili deneydeki kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Grafikler
ortalama =+ standart sapma seklinde gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2
programi kullanilarak unpaired two- tailed t-test ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. (*p<0.05, **p<0.01)

rDEK deneylerine benzer sekilde rIL-8 ile uyarilan nétrofillerde de anti-IL-8 ile
NETosis baskilanmasi test edilmistir. Sytox green goriintiilerinden analiz edilen
NETosis oranlarina gore rIL-8’in kontrolden istatistiksel olarak anlamli bi¢imde 2.27
kat daha fazla NET olusturdugu; anti-IL-8 antikoru muamelesinin ise rIL-8 ile uyarilan
NETosisi 3.18 kat azalis ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde, kontrol hiicrelerden
bile daha diisiik bir NETosis seviyesine kadar inhibe ettigi bulunmustur (Sekil 7.4 A-
B). NET iligkili MPO analizlerine gore ise rIL-8’in NETosis oranini istatistiksel olarak
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anlaml bir sekilde 3.04 kat arttirdigi, anti-IL-8 antikorunun da rIL-8 ile uyarilan
NETosis miktarini istatistiksel olarak anlamli bi¢imde 2.9 kat azalttig1 goriilmiistiir

(Sekil 7.4 C).
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Sekil 7.4: rIL-8 ile uyarilan saglikli nétrofillerdeki NET olusumunun anti-IL-8
antikoru 1ile baskilanmasi. (A-C) saglikli bireylerden izole edilen
nétrofiller 15 dakika boyunca 2,5 pg/ml anti-IL-8 ile inkiibe edildikten
sonra 1 saat boyunca 100 ng/ml rIL-8 ile uyarilmistir. (A, B) Ardindan
notrofiller Sytox green (yesil) ile boyanmistir. Her 6rnek 5 bagimsiz
alandan konfokal mikroskopta 200X biiyilitme ile goriintiilenmistir. (A)
Test edilen tiim kosullar i¢in temsili mikroskop goriintiileri. (B)
Goriintiilenen alanlarin DANA I analizi ile NET olusturma kapasitelerinin
degerlendirilmesi. Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasidir. (C) Paralel
olarak gergeklestirilen NET iligkili MPO seviyesi analizi. Sonuclar 2
bagimsiz deneyin ortalamasidir. Her 6rnek o deneydeki kontrol grubuna
gore normalize edilmistir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde
gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-
tailed t-test ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (*p<0.05,
**%p<0.001)
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7.4. rDEK ve rlIL-8 ile Uyarilan NETosis’in Reparixin ile
Baskilanmasi

DEK proteininin, IL-8 gibi kemokinlerin CXCR1/2 reseptorlerine baglanmasina
aracilik eden ELR motifine sahip oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak daha 6nce
yapilan calismalarda DEK proteininin HKH’lerdeki CXCR2’ye baglanarak bu
hiicrelerin proliferasyonunu regiile edile ettigi gosterilmistir. Bu bilgiler gbz oniine
alindiginda DEK’in nétrofillerin yiizeyinde de bulunan CXCR1 ve CXCR2
reseptOrlerine baglanarak, notrofilleri NETosis i¢in uyarabilecegi hipotezini ortaya

atmamizi sagladi.

Saglikl1 bireylerden izole edilen nétrofiller farkli konsantrasyonlarda Reparixin (0,4—
20 uM) ile muamele edildi ve Sytox green boyamasi ardindan konfokal mikroskobu
ile 5 bagimsiz alandan goriintiilendikten sonra DANA I yontemi ile analiz edildi (Sekil
7.5). Reparixin ile muamele edilen nétrofillerde konsantrasyon artmasina ragmen
kontrole gore en fazla 1.17 katlik (20 uM Reparixin) bir artis goriilmiistiir (Sekil 7.5).
Belirgin bir artis olmamasina ragmen minimum konsantrasyonda maksimum etkiyi
gorebilmek adina sonraki deneylerde 200 nM ve 400 nM Reparixin ile devam

edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 7.5: Reparixin’in saglikli nétrofiller iizerindeki etkilerinin incelenmesi. (A, B)
saglikli bireylerden elde edilen notrofiller 1 saat boyunca 0,4-20 puM
reparixin ile muamele edildikten sonra Sytox green (yesil) ile boyanmugtir.
Her 6rnek 5 bagimsiz alandan konfokal mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiilenmistir. (A) Test edilen tiim kosullar ic¢in temsili mikroskop
gorintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA I analizi ile NET olusturma
kapasitelerinin degerlendirilmesi.

Sunulan hipotezi test etmek icin rDEK ile uyarilan nétrofillerde CXCR1/2 allosterik
inhibitdrii Reparixin’in NETosis iizerindeki etkisi incelendi. rIL-8 ile uyarilan saglikli
notrofillerdeki NET olusumunun Reparixin ile inhibe edildigi bilindiginden
deneylerde Reparixin inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Buna ek
olarak PMA, CXCR1/2’den bagimsiz bir sekilde NETosis tetiklediginden Reparixin
ile baskilanmayacagi i¢in deneylerde Reparixin kaynakli NETosis inhibisyonu i¢in

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Saglikli bireylerden izole edilen noétrofiller 200 nM Reparixin ile 6n inkiibasyona
birakildiktan sonra rDEK ve rIL-8 ile NET olusumu i¢in uyarildi. Sytox green
goriintiilerinin analizine gore Reparixin ile 6n inkiibasyon rDEK ve rIL-8 ile uyarilan
notrofillerdeki NET olusumunu sirasiyla 2.5 kat ve 2.17 kat, istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaltmistir (Sekil 7.6). NET iligskili MPO analizlerine gore ise hem 200 nM
hem de 400 nM Reparixin ile 6n inkiibasyonun rDEK ile uyarilan notrofillerdeki NET
olusumunu sirasiyla 2.52 kat ve 3.22 kat; rIL-8 ile uyarilan notrofillerdeki NET
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olusumunu ise sirastyla 1.46 kat ve 2.48 kat, istatistiksel olarak anlamli bir gekilde,
azaltmistir. Buna ragmen Reparixin’in PMA ile uyarilan NETosis iizerinde istatistiksel

olarak anlamli bir inhibisyon etkisi goriilmemistir (Sekil 7.7).

A
Kontrol rDEK

rDEK+ rIL-8+

Reparixin Reparixin Reparixin

Reparixin
1001 *
624 * %
@ 80 e
7]
|2 60-] 455
w 26.7
249
=2 404 204 287
g
204
G T T T
N
T M e R
°¢ & '}‘ < *
+ R x o
& ot
&

Sekil 7.6: rDEK ve rlL-8 ile uyarilan saglikli nétrofillerdeki NET olusumunun
Reparixin ile baskilanmasi. (A, B) saglikli bireylerden izole edilen
notrofiller 15 dakika boyunca 200 nM Reparixin ile inkiibe edildikten
sonra 1 saat boyunca 3,5 pg/ml rDEK ya da 100 ng/ml rIL-8 ile
uyarilmistir. (A, B) Ardindan nétrofiller Sytox green (yesil) ile
boyanmustir. Her 6rnek 5 bagimsiz alandan konfokal mikroskopta 200X
bliyiitme ile goriintiilenmistir. (A) Test edilen tiim kosullar i¢in temsili
mikroskop goriintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA 1 analizi ile
NET olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi. Sonuclar 3 bagimsiz
deneyin ortalamasidir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde
gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-
tailed t-test ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (*p<0.05, **p<0.01)
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Sekil 7.7: Reparixin 6n inkiibasyonunun rDEK ve rIL-8 ile uyarilan saglikli
notrofillerdeki NET olusumunu baskilamasinin NET iliskili MPO
yontemiyle belirlenmesi. Saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller 15
dakika boyunca 200 nM ya da 400 nM Reparixin ile inkiibe edildikten
sonra | saat boyunca 3,5 pg/ml rDEK, 100 ng/ml rIL-8 ya da 100 nM PMA
ile uyarilmistir. Olusan NETosis seviyesinin NET iliskili MPO ile analizi.
Sonuglar 2 bagimsiz deneyin ortalamasidir. Her 6rnek o deneydeki kontrol
grubuna gore normalize edilmistir. Grafikler ortalama + standart sapma
seklinde gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak
unpaired two-tailed t-test ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
(*p<0.05, ***p<0.001)

7.5. COVID-19 Hasta Serumlarinda DEK, IL-8, IL-6, IL-1p
ve NETosis Belirteclerinin Incelenmesi

Yapilan caligmalarda COVID-19 hastasi bireylerin serumlarinda MPO ve Cit-H3 gibi
NETosis belirteglerinin anlamli oranda arttig1 tespit edilmistir. DEK proteininin de
ortaya ¢ikarilan veriler dahilinde NETosis {izerindeki olasi tetikleyici etkisi géz Oniine
alindiginda, DEK proteini ile NETosis belirtegleri ve inflamatuar sitokinler arasindaki
iliski COVID-19 hasta serumlarinda incelendi. Bu amagla saglikli goniillerden ve
COVID-19 hastas1 bireylerden periferal kan materyali toplanarak serum izole edildi.

Ardindan ticari olarak satin ELISA Kkitleri kullanilarak konsantrasyonlar tespit edildi.

Yapilan ELISA testlerine gore serumdaki DEK konsantrasyonu COVID-19
hastalarinda (1018 + 38 pg/ml) saglik bireylere (1251 + 58 pg/ml) gore istatistiksel
olarak anlamli bir bi¢imde azalmistir. Sonrasinda daha detayli inceleme icin COVID-

19 hasta serumlari, hastalarin kan alindiginda bulunduklarin hastalik evresine gore
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akut ve konvalesan olarak ayrildi. Bu gruplandirma sonucunda hem akut (920 + 62
pg/ml) hem de konvalesan (1070 + 46 pg/ml) evredeki COVID-19 serumlarinda
sagliklt bireylere gore istatistiksel olarak anlamli bigimde daha az DEK
konsantrasyonu oldugu goriildii. Ayrica akut evreden konvalesan evreye COVID-19
aktivitesi azaldikga DEK miktar1 ortalama %10’luk bir artis saglasa da istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 7.8).
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Sekil 7.8: Saglikli bireyler ile akut ve konvalesan fazdaki COVID-19 hastalarinin
serumlarindaki DEK konsantrasyonlari. (A) Saglikli goniilliilerden (n=38)
ve COVID-19 hastalarindan (n=67) toplanan serum Orneklerindeki DEK
konsantrasyonu ELISA yontemiyle belirlenmistir. (B) COVID-19 bireyler
hastaligin bulundugu faza gore akut (n=23) ve konvalesan (n=44) olarak
gruplandirildiginda ortaya ¢ikan DEK konsantrasyonu dagilimi
gosterilmistir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-tailed t-test ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (**p<0.01, ***p<0.001)

7.5.1. COVID-19 Hasta Serumlarinda DEK ve IL-8 Tliskisi

Yapilan ELISA testlerine gore serumdaki IL-8 konsantrasyonu COVID-19
hastalarinda (1404 + 162 pg/ml) saglik bireylere (50 + 8 pg/ml) gore istatistiksel olarak
anlamli bir bigcimde artmistir. Daha detayli inceleme i¢in yapilan gruplandirma sonrast,
saglikli bireylerin serumundaki IL-8 ile karsilastirildiginda akut evrede (98 + 18
pg/ml) 1.94 katlik istatistiksel olarak anlamli olmayan, konvalesan evrede (2087 + 173
pg/ml) ise 41.4 katlik istatistiksel olarak anlaml1 bir artis goriilmiistiir. Ayrica COVID-
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19 hastaligindaki akut ve konvalesan evre karsilagtinldiginda da 21.2 katlik
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmektedir (Sekil 7.9 A).

Saglikli bireylerdeki ve COVID-19 hasta serumlarindaki DEK ve IL-8
konsantrasyonlar1 arasindaki olas1 iliskiler Pearson korelasyonu ile analiz edildi
(Tablo 7.1). Bu analizler sonucunda DEK ve IL-8 arasinda saglikli bireylerin
serumlarinda istatistiksel olarak anlamli orta seviyede negatif korelasyon bulunmasina
ragmen akut ve konvalesan tim COVID-19 serumlarinda ise istatistiksel olarak

anlamli bir korelasyon tespit edilememistir (Sekil 7.9 B-C).

Tablo 7.1: Serum 6rneklerinde DEK proteini ile IL-8 sitokini arasindaki iligki. Saglikli
bireyler ve COVID-19 hastalarindan toplanan serum 6rneklerinde DEK
proteini ve IL-8 sitokini ELISA yontemiyle tespit edilmistir ve aralarindaki
korelasyon Graphpad 8.0.2 kullanilarak Pearson korelasyonlar1

gosterilmektedir.
Grup Pearsonr | Ornek | P degeri Ortalama Standart
Sayisi Sapma

Saglhkli -0.3308 38 0.0425 (*) 50.36 54.71
Akut -0.1839 23 0.4009 n.s. 98.13 86.53
Konvalesan 0.01655 44 0.9151 n.s. 2087 1150
Akut ve 0.1717 67 0.1651 n.s. 1404 1330
Konvalesan
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Sekil 7.9: Saglikli bireyler ile akut ve konvalesan fazdaki COVID-19 hastalarinin

serumlarindaki IL-8 konsantrasyonlar1. (A) Saglikli goniilliiler (n=47) ile
akut (n=23) ve konvalesan (n=44) COVID-19 hastalarindan toplanan
serum Orneklerindeki IL-8 konsantrasyonu ELISA yoOntemiyle
belirlenmistir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-tailed t-test ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.  (***p<0.001) (B) saglikl
goniillillerdeki ve (C) akut ve konvalesan fazdaki tiim COVID-19 hastasi
bireylerin serumlarindaki DEK proteini ve IL-8 sitokoni arasindaki iligki
Pearson korelasyonu ile degerlendirilmistir.

7.5.2. COVID-19 Hasta Serumlarinda DEK ve IL-6 fliskisi

Yapilan ELISA testlerine gore serumdaki IL-6 konsantrasyonu COVID-19
hastalarinda (377 + 56 pg/ml) saglikli bireylere (0.3 = 0.15 pg/ml) gore istatistiksel
olarak anlamli bir bigimde artmistir. Daha detayli inceleme i¢in yapilan gruplandirma
sonrast, saglikli bireylerin serumundaki IL-6 ile karsilagtirildiginda akut evrede (29 +
9 pg/ml) 96.6 katlik, konvalesan evrede (519 + 66 pg/ml) ise 1730 katlik istatistiksel
olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. Ayrica COVID-19 hastaligindaki akut ve
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konvalesan evre karsilagtirildiginda 17.9 katlik istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmektedir (Sekil 7.10 A).

Saglikli bireylerdeki ve COVID-19 hasta serumlarindaki DEK ve IL-6
konsantrasyonlar1 arasindaki olas1 iliskiler Pearson korelasyonu ile analiz edildi
(Tablo 7.2). Bu analizler sonucunda DEK ve IL-6 arasinda saglikli bireylerin
serumlarinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmamasina ragmen akut ve
konvalesan tim COVID-19 serumlar1 birlikte incelendiginde istatistiksel olarak

anlamli orta seviye pozitif korelasyon tespit edilmistir (Sekil 7.10 B).

Tablo 7.2: Serum 6rneklerinde DEK proteini ile IL-6 sitokini arasindaki iliski. Saglikli
bireyler ve COVID-19 hastalarindan toplanan serum 6rneklerinde DEK
proteini ve IL-6 sitokini ELISA yontemiyle tespit edilmistir ve aralarindaki
korelasyon Graphpad 8.0.2 kullanilarak Pearson korelasyonlar1

gosterilmektedir.
Grup Pearsonr | Ornek | P degeri Ortalama Standart
Sayisi Sapma

Saglhkli -0.2095 38 0.2068 n.s. 0.3364 1.073
Akut -0.0149 16 0.9563 n.s. 29.3 34.16
Konvalesan 0.1830 28 0.3513 n.s. 519 415.1
Akut ve 0.3775 44 0.0115 (*) 376.6 414.7
Konvalesan
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Sekil 7.10: Saglikli bireyler ile akut ve konvalesan fazdaki COVID-19 hastalarinin
serumlarindaki IL-6 konsantrasyonlari. (A) Saglikli goniilliiler (n=47) ile
akut (n=16) ve konvalesan (n=49) COVID-19 hastalarindan toplanan
serum Orneklerindeki IL-6 konsantrasyonu ELISA yoOntemiyle
belirlenmigtir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-tailed t-test ile
istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. (***p<0.001) (B) akut ve
konvalesan fazdaki tiim COVID-19 hastas1 bireylerin serumlarindaki DEK
proteini ve IL-6 sitokini arasindaki iligki Pearson korelasyonu ile
degerlendirilmistir.

7.5.3. COVID-19 Hasta Serumlarinda DEK ve IL-1p iliskisi

Yapilan ELISA testlerine gore serumdaki IL-1B konsantrasyonu COVID-19
hastalarinda (276 + 76 pg/ml) saglik bireylere (43 + 3 pg/ml) gore istatistiksel olarak
anlamli bir bigimde artmistir. Daha detayli inceleme i¢in yapilan gruplandirma sonrasi,
saglikli bireylerin serumundaki IL-1B ile karsilastirildiginda akut evrede (48 + 4
pg/ml) istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamasina ragmen, konvalesan evrede
(484 + 109 pg/ml) 11 katlik istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmiistiir. Ayrica
COVID-19 hastaligindaki akut ve konvalesan evre karsilastirildiginda da 10 katlik
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmektedir (Sekil 7.11 A).

Saglikli bireylerdeki ve COVID-19 hasta serumlarindaki DEK ve IL-1B
konsantrasyonlar1 arasindaki olas1 iligkiler Pearson korelasyonu ile analiz edildi

(Tablo 7.3). Bu analizler sonucunda DEK ve IL-1P arasinda saglikli bireylerin
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serumlarinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunamamistir. COVID-19
hastas1 bireylerden alinan serumlar birlikte incelendiginde pozitif orta derece bir
korelasyon goriilmesine ragmen hastaligin farkli evrelerinde farkli korelasyonlar
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli bir sekilde akut evredeki serum 6rneklerinde
yiiksek negatif korelasyon goriiliirken, konvalesan evrede DEK proteinin ile IL-1B

arasinda pozitif orta derece korelasyon goriilmiistiir (Sekil 7.11 B-D).

Tablo 7.3: Serum &rneklerinde DEK proteini ile IL-1p sitokini arasindaki iliski.
Saglikli bireyler ve COVID-19 hastalarindan toplanan serum 6rneklerinde
DEK proteini ve IL-1p sitokini ELISA yontemiyle tespit edilmistir ve
aralarindaki  korelasyon  Graphpad 8.0.2 kullanilarak  Pearson
korelasyonlari ile gosterilmektedir.

Grup Pearsonr | Ornek | P degeri Ortalama Standart

Sayisi Sapma
Saglikl -0.2666 21 0.2427 n.s. 43.2 14.87
Akut -0.6634 21 0.001 (**) 47.87 16.8
Konvalesan 0.436 23 0.0375 (*) 483.5 522
Akut ve 0.4941 44 0.0007 (***) 275.6 433.5
Konvalesan
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Sekil 7.11:

Saglikl1 bireyler ile akut ve konvalesan fazdaki COVID-19 hastalarinin
serumlarindaki IL-1p konsantrasyonlari. (A) Saglikli goniilliiler (n=30) ile
akut (n=21) ve konvalesan (n=23) COVID-19 hastalarindan toplanan
serum Orneklerindeki IL-1B konsantrasyonu ELISA yontemiyle
belirlenmistir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-tailed t-test ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (***p<0.001) Sirasiyla (B) akut ve
(C) konvalesan faz ile (D) tim COVID-19 hastasi bireylerin
serumlarindaki DEK proteini ve IL-1p sitokoni arasindaki iliski Pearson
korelasyonu ile degerlendirilmistir.

7.5.4. COVID-19 Hasta Serumlarinda DEK ve MPO iliskisi

Yapilan ELISA testlerine gore serumdaki MPO konsantrasyonu COVID-19

hastalarinda (32 + 2 ng/ml) saglik bireylere (20 = 6 ng/ml) gore istatistiksel olarak

anlamli bir bi¢imde artmistir. Daha detayli inceleme i¢in yapilan gruplandirma sonrasi,
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saglikli bireylerin serumundaki MPO ile karsilastirildiginda kovalesan evrede (27 + 2
ng/ml) istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamasina ragmen, akut evrede (38 = 5
ng/ml) 1.9 katlik istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. Ayrica COVID-19
hastaligindaki akut ve konvalesan evre karsilastirildiginda konvalesan evrede

istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalis goriilmektedir (Sekil 7.12 A).

Sagliklt bireylerdeki ve COVID-19 hasta serumlarindaki DEK ve MPO
konsantrasyonlar1 arasindaki olas1 iligkiler Pearson korelasyonu ile analiz edildi
(Tablo 7.4). Bu analizler sonucunda DEK ve MPO arasinda saglikli bireylerin
serumlarinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunamamistir. COVID-19
hastas1 bireylerden alinan serumlar birlikte incelendiginde negatif yonli diisiik
korelasyon, akut drnekler tek basina incelendiginde ise yine negatif yonlii orta dereceli

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmistir (Sekil 7.12 B-C).

Tablo 7.4: Serum o6rneklerinde DEK proteini ile MPO belirteci arasindaki iligki.
Saglikl bireyler ve COVID-19 hastalarindan toplanan serum 6rneklerinde
DEK ve MPO proteinleri ELISA yoOntemiyle tespit edilmistir ve
aralarindaki  korelasyon Graphpad 8.0.2 kullanilarak  Pearson
korelasyonlar1 gosterilmektedir.

Grup Pearsonr | Ornek | P degeri Ortalama Standart
Sayisi Sapma

Saglikh -0.7017 21 0.7625 n.s. 20.91 6.03

Akut -0.4817 22 0.0232 (*) 37.71 21.99

Konvalesan 0.08203 33 0.6499 n.s. 27.39 11

Akut ve -0.2771 55 0.0405 (*) 31.93 17.34

Konvalesan
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Sekil 7.12: Saglikli bireyler ile akut ve konvalesan fazdaki COVID-19 hastalarinin
serumlarindaki MPO konsantrasyonlari. (A) Saglikli goniilliiler (n=30) ile
akut (n=22) ve konvalesan (n=28) COVID-19 hastalarindan toplanan
serum Orneklerindeki MPO konsantrasyonu ELISA yontemiyle
belirlenmigtir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-tailed t-test ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (*p<0.05, ***p<0.001) Sirasiyla
(B) akut faz ve (C) tiim COVID-19 hastas1 bireylerin serumlarindaki DEK
proteini ve MPO arasindaki iliski Pearson korelasyonu ile
degerlendirilmistir.

7.5.5. COVID-19 Hasta Serumlarinda DEK ve Cit-H3 iliskisi

Yapilan ELISA testlerine gore serumdaki Cit-H3 konsantrasyonu COVID-19
hastalarinda (18 = 1 ng/ml) saglik bireylere (10 = 1 ng/ml) gore istatistiksel olarak
anlamli bir bi¢imde artmistir. Daha detayli inceleme i¢in yapilan gruplandirma sonrast,
saglikli bireylerin serumundaki Cit-H3 ile karsilastirildiginda akut evrede (14 + 2
ng/ml) 1.38 katlik istatistiksel olarak anlamli olmayan, konvalesan evrede (20 + 2

ng/ml) ise 1.96 katlik istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. Ayrica COVID-
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19 hastaligindaki akut ve konvalesan evre karsilastirildiginda 1.41 katlik istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmektedir (Sekil 7.13 A).

Saglikli bireylerdeki ve COVID-19 hasta serumlarindaki DEK ve Cit-H3
konsantrasyonlar1 arasindaki olas1 iliskiler Pearson korelasyonu ile analiz edildi
(Tablo 7.5). Bu analizler sonucunda DEK ve Cit-H3 arasinda hem saglikl1 bireylerin
serumlarinda hem de COVID-19 serumlarinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon

bulunamamustir (Sekil 7.13 B).

Tablo 7.5: Serum o6rneklerinde DEK proteini ile Cit-H3 belirteci arasindaki iliski.
Saglikli bireyler ve COVID-19 hastalarindan toplanan serum 6rneklerinde
DEK ve Cit-H3 proteinleri ELISA yontemiyle tespit edilmistir ve
aralarindaki  korelasyon  Graphpad 8.0.2 kullanilarak  Pearson
korelasyonlar1 gosterilmektedir.

Grup Pearsonr | Ornek | P degeri Ortalama Standart

Sayisi Sapma
Saglhkli 0.248 21 0.2784 n.s. 10.25 7.43
Akut -0.2124 22 0.3427 n.s. 14.19 9.69
Konvalesan 0.1639 28 0.4048 n.s. 20.14 10.15
Akut ve 0.122 49 0.4084 n.s. 17.66 10.29
Konvalesan
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Sekil 7.13: Saglikli bireyler ile akut ve konvalesan fazdaki COVID-19 hastalarinin
serumlarindaki Cit-H3 konsantrasyonlar1. (A) Saglikli goniilliller (n=30)
ile akut (n=21) ve konvalesan (n=28) COVID-19 hastalarindan toplanan
serum Orneklerindeki Cit-H3 konsantrasyonu ELISA yontemiyle
belirlenmistir. Grafikler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir.
Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-tailed t-test ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (*p<0.05, ***p<0.001) (B) akut ve
konvalesan fazdaki tiim COVID-19 hastasi bireylerin serumlarindaki DEK
proteini ve Cit-H3 arasindaki 1iliski Pearson korelasyonu ile
degerlendirilmistir.

7.6. COVID-19 Serumlarmin Saghkh Notrofillerde NET
Olusturma Kapasitesi

NETosis belirteglerinin ve NET olusumu ile iligkilendirilebilecek bazi sitokinlerin
COVID-19 hastalarindan elde edilen serumlarinda saglikl1 bireylerin serumlarina gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu duruma ek olarak bu
belirtecler ve sitokinler ile DEK proteini arasinda pozitif ya da negatif korelasyonlara
sahip olmasi COVID-19 hastalarinin serumlar ile uyarilan saglikli nétrofillerdeki
NET olusumunda DEK proteinin rolii ve etkisinin olabilecegini diistindiirmiistiir. Bu
etkiyi test etmek i¢in saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller Reparixin ile 6n
inkiibasyonun ardindan saglikli birey serumu, COVID-19 birey serumu ya da pozitif
kontrol olarak rIL-8 ile uyarilmistir. Ardindan NET olugumu Sytox green, NE ve DEK

proteini immiinofloresan boyamalar1 ile konfokal mikroskopisi yapilarak
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degerlendirilmistir (Sekil 7.14). incelemeler sonucunda saglikli birey serumlart ile
uyarilan nétrofillerin hiicre biitlinliiklerini korudugu buna karsin COVID-19 serumu
muamelesinin hiicre dis1t DNA ve nétrofil elastaz miktarini arttirdigi tespit edilmistir.
Ayrica rDEK ve rIL-8 uyarilan notrofillerde NET olusumunun baskilanmasina yeterli
olan 200 nM Reparixin konsantrasyonu COVID-19 serumlari ile uyarilan nétrofillerde

yeterli olmamistir (Sekil 7.14).

REP - REP +
Saghkh rIL-8 Covid-19 Saghkh rIL-8 Covid-19

&

Merge

Sekil 7.14: Saglikli birey ve COVID-19 hastalarindan alinan serumlarin Reparixin
varlig1 ve yoklugunda NETosis olusturma kapasitelerinin immiinofloresan
boyama ile incelenmesi. Saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller 15
dakika boyunca 200 nM Reparixin ile inkiibe edildikten sonra 2 saat
boyunca finalde 1:5 (v/v) oraminda saglikli ve COVID-19 birey
serumlartyla ya da 100 ng/ml rIL-8 ile uyarildi. Once Sytox green (yesil)
ile hiicre dist DNA ve hiicrelerin fiksasyonunun ardindan tavsan- anti-
DEK (kirmizi) ve fare-anti-notrofil elastaz (NE, mavi) ile boyanmistir.
Immiinofloresan o6rnekleri 200X biiylitme ile konfokal mikroskopta
goriintiilenmigtir.

DEK proteinin lokasyonu ayrica konfokal mikroskobunda 630X biiyiitme ile
incelendi. Literatiir bilgilerine ve daha Once yapilan c¢aligmalarimiza goére DEK
proteininin DNA’ya baglanma kapasitesi oldugu bilinmektedir. Bu 6zelligi
dogrultusunda DEK proteininin NET olusumu sirasinda DNA’ya bagli olarak

notrofillerden atilmasi beklenmektedir. Buna ragmen hem saglikli birey hem de
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COVID-19 hasta serumlari ile uyarilan nétrofillerde DEK proteininin DNA ile birlikte
bulunmadig1 gorilmistiir. Yapilan goriintiilemelerde DEK proteininin notrofil elastaz
ile benzer konumlandig1 tespit edilmistir. Buna ek olarak COVID-19 ile uyarilan
NETosis sonucunda da nétrofil elastaz ve DNA ile birlikte hiicre disina atilmayan DEK
proteini biiylik oranda notrofil igerisinde kalmuis, hiicre disarisinda eser miktarda tespit

edilmistir (Sekil 7.15).

Saghkh Covid-19

DEK

NE

Merge

Sekil 7.15: Saglikli birey ve COVID-19 hastalarindan alinan serumlar ile uyarilan
nétrofillerde DEK proteininin lokalizasyonu. Saglikli bireylerden izole
edilen nétrofiller 2 saat boyunca finalde 1:5 (v/v) oraninda saglikli ve
COVID-19 birey serumlariyla uyarildi. Once Sytox green (yesil) ile hiicre
dist DNA ve hiicrelerin fiksasyonunun ardindan tavsan-anti-DEK
(kirmiz1) ve fare-anti-notrofil elastaz (NE, mavi) ile boyanmustir.
Immiinofloresan ornekleri 630X biiyiitme ile konfokal mikroskopta
goriintiilenmistir.

7.7. COVID-19 Serumlari ile Uyarilan NETosis’in Anti-DEK
ve Anti-1L-8 Antikorlar: ve Reparixin ile Baskilanmasi

rDEK’in CXC1/2 reseptorleri araciligiyla NET olusumunu tetikliyor olabilecegi,
COVID-19 hasta serumlarinda DEK konsantrasyonunun degismesi ve NETosis
belirtecleri ve test edilen sitokinler ile korelasyonu, DEK proteinin COVID-19 iliskili
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NETosis’de 6nemli rolleri olabilecegine dair kanitlar sunmaktadir. Bu veriler goz
ontine alindiginda DEK proteininin COVID-19 hastalarinda CXCR1/2 reseptorleri
araciligiyla NET olusumunu tetikleyebilecegi ve anti-DEK antikorlar1 ve CXCR1/2
inhibitorii Reparixin kullanilarak COVID-19 serumlari ile uyarilan notrofillerde NET
olusumunun baskilanabilecegi hipotezini ele aldik. Bunun i¢in anti-DEK antikorlar1
ve Reparixin ile 6n inkiibasyona birakilan saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller
COVID-19 serumlart ile uyarildi. CXCR1/2’nin Reparixin ile inhibisyonu IL-8 ile
iliskili NET olusumunu da azaltmasi beklendigi icin COVID-19 serum 6rnekleri DEK
ve IL-8 konsantrasyonlarina gore 3 farkli gruba ayrildi: DEK yiiksek-IL-8 ytiiksek,
DEK yiiksek-IL-8 diisiik ve DEK diistik-IL-8 diisiik (Tablo 7.6). Ayrica IL-8 iliskili
NET olusumunun inhibe edildigini gostermek icin anti-IL-8 antikoru da deneylerde

kullanildi.
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Tablo 7.6: NETosis i¢in test edilen saglikli birey ve COVID-19 hastasi bireylere ait
serumlarin ELISA degerleri. (KF: Konvalesan faz, AF: Akut Faz, t.e.: tespit

edilemedi)
Grup Ornek DEK IL-8 IL-6 IL-1B MPO Cit-H3
(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
% N KF 1 1297 2606.792 [750.79 650.325  [14959.04 |17.60535
ﬂl § KF2 1610 3119.752 [1036.57 |1601.27 |25840.24 (12.25895
En’ 8 KF 3 1596 3111.64 [1134.02 1616.385 [17197.76 4.49936
:5* E”) KF 4 1633 2628.376 [723.56 348.5555 [40413.12 |28.9707
E'] >? KF5 1459 2816.528 [637.819 t.e. t.e. t.e.
0 5 KF 6 1905 31.05672 (0 75.6515 [31709.76 [25.2099
ﬂ: 5 AF 1 1393 110.8304 [31.5899 144.4808 [17022.64 [0
z% é AF 2 1294 65.24976 [t.e. 27.1709 [27773.36 [15.6637
5 ; AF 3 1208 108.2256 [95.9132 [29.7685 |34795.12 [8.35485
8 E AF 4 1156 23.64288 [4.97047 |31.2923 [21321.52 |18.2433
o & KF 7 780 3115.168 [846.138 [3367.705 [42009.28 [38.457
ﬂ: @ KF 8 581 3117.8 865.372  [319.516 [31416.48 [31.44635
é Ecgi KF9 657 2797.32 [643.04 t.e. t.e. t.e.
é E”) KF10 [592 2845.192 [444.435 t.e. t.e. t.e.
A2 | KF11  [685 2749.504 [193.546 | te. te. te.
S1 1093 174.5056 [5.17473 |52.142 21529.12 |12.5544
_ S2 1344 12.68496 [0 52.338 15758.64 [7.87825
E: :g S3 .. 60.70472 [0.003673 [29.09425 [21479.52 |5.7961
;‘,)%D @, S4 828 35.63936 (0.057 77.219 23253.36 [8.913

7.7.1. DEK Yiiksek- I1L-8 Yiiksek COVID-19 Serum Ornekleri ile

Tetiklenen NETosis

COVID-19 serumlari ile uyarilan NETosis’de DEK proteininin roliinii incelemek i¢in

ilk olarak DEK (1297-1610 ng/ml) ve IL-8 (2606-3119 ng/ml) konsantrasyonu test

edilen diger serum Orneklerine gore daha yiliksek olan Ornekler secildi. Saglikl

bireylerden izole edilen notrofiller 6nce anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 ve Reparixin

ile ardindan secilen serum 6rnekleri ile muamele edildi. Ardindan NET olusumu hem
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Sytox green boyamasi ile morfolojik olarak hem NET iligkili MPO yontemi ile analiz

edildi (Sekil 7.16).

Sytox green ile gerceklestirilen morfolojik analizlere gore DEK ve IL-8 yiiksek
serumlar ile uyarilan nétrofillerde NETosis saglikli seruma gore istatistiksel olarak
anlamli 2.43 kat artig gostermistir. Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki
NETosis miktart anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 ile muamele edildiginde sirasiyla
%28 ve %28.7 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azalmistir. Anti-DEK
ve anti-IL-8 antikorlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. 3.2 uM ve 20 uM
Reparixin ile muamelede benzer sekilde NET olusumunu sirastyla %33.6 ve %21,7

oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (Sekil 7.16 A, B).

Sytox green analizi sonuglart NET iliski MPO analizi ile dogrulanmistir. Bu analizin
sonuclarina gore DEK ve IL-8 yiiksek yiiksek serumlar ile uyarilan notrofillerde NET
iligki MPO, saglikl1 serumda istatistiksel olarak anlamli 5.06 kat artis tespit edilmistir.
Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki NETosis miktar1 anti-DEK ve anti-IL-8
antikorlar1 ile muamele edildiginde sirasiyla %28.1 ve %31 oraninda istatistiksel
olarak anlamli bir bigimde azalmistir. Anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 arasinda
anlaml bir fark goriilmemistir. 3.2 uM ve 20 uM Reparixin ile muamelede benzer
sekilde NET olusumunu %48.7 ve %47.7 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli

sekilde azaltmistir (Sekil 7.16 C).
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Sekil 7.16:

DEK ve IL-8 konsantrasyonu yiiksek serumlar ile uyarilan nétrofillerde
anti-DEK, anti-IL-8 antikorlar1 ve Reparixin ile NET olusumunun
baskilanmasi (A-C) saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller 120 dakika
boyunca 2,5 pg/ml anti-DEK, 2,5 pg/ml anti-IL-8 ya da 3,2-20 uM
Reparixin ile inkiibe edildikten sonra 120 dakika boyunca 1:5 oraninda
saglikli (n=4-5) ve COVID-19 (n=5) hastas1 bireylerden elde edilen
serumlar ile uyarilmistir. (A, B) Ardindan nétrofiller Sytox green (yesil)
ile boyanmistir. Her 6rnek 5 bagimsiz alandan ZOE floresan mikroskopu
ile hem parlak alan hem de floresan olarak 200X biiyiitme ile
goriintiilenmigtir. (A) Test edilen tim kosullar i¢in temsili mikroskop
goriintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA I analizi ile NET olusturma
kapasitelerinin degerlendirilmesi. (C) Paralel olarak gergeklestirilen NET
iliskili MPO seviyesi analizi. Her 6rnek o deneydeki kontrol grubuna gore
normalize edilmistir. Grafikler ortalama =+ standart sapma seklinde
gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi kullanilarak unpaired two-
tailed t-test ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (*p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001)
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7.7.2. DEK Yiiksek- I1L-8 Diisiik COVID-19 Serum Ornekleri ile
Tetiklenen NETosis

COVID-19 serumlart ile uyarilan NETosis’de DEK proteininin rolii daha sonra test
edilen diger serum Orneklerine géore DEK (1156-1905ng/ml) konsantrasyonu daha
yuksek ve IL-8 (24-111 ng/ml) konsantrasyonu daha diisiik olan 6rneklerde incelendi.
Saglikl1 bireylerden izole edilen nétrofiller 6nce anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 ve
Reparixin ile ardindan secilen serum ornekleri ile muamele edildi. Ardindan NET
olusumu hem Sytox green boyamasi ile morfolojik olarak hem NET iligkili MPO
yontemi ile analiz edildi (Sekil 7.17).

Sytox green ile gerceklestirilen morfolojik analizlere gére DEK yliksek ve IL-diistik
serumlar ile uyarilan nétrofillerde NETosis, saglikli seruma gore istatistiksel olarak
anlamli 2.67 kat artig gostermistir. Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki
NETosis miktart anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 ile muamele edildiginde sirasiyla
%18.7 ve %9.4 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azalmistir. Buna
ragmen anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir.
3.2 uM ve 20 uM Reparixin ile muamelede benzer sekilde NET olusumunu sirasiyla
%23.4 ve %32.3 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (Sekil 7.17
A, B).

Sytox green analizi sonuglart NET iliski MPO analizi ile dogrulanmistir. Bu analizin
sonuglaria gore DEK yiiksek ve IL-8 diisiik serumlar ile uyarilan nétrofillerde NET
iliski MPO, saglikli seruma gore istatistiksel olarak anlamli 5.08 kat artig tespit
edilmigtir. Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki NETosis miktar1 anti-DEK
antikoru ile muamele edildiginde %30.3 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azalmasina ragmen anti-IL-8 antikoru ile muamele NETosis miktarini %8.23
oraninda azaltsa da istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica anti-DEK ve anti-IL-8
antikorlar1 arasindaki fark da anlamli degildir. 3.2 uM ve 20 pM Reparixin ile
muamelede ise NET olusumunu %32.3 ve %28 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli

sekilde azaltmistir (Sekil 7.17 C).
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Sekil 7.17: Yiiksek DEK ve diisiik IL-8 konsantrasyonlu serumlar ile uyarilan
notrofillerde anti-DEK, anti-IL-8 antikorlar1 ve Reparixin ile NET
olusumunun baskilanmast (A-C) saglikli bireylerden izole edilen
nétrofiller 120 dakika boyunca 2,5 pg/ml anti-DEK, 2,5 pg/ml anti-IL-8
ya da 3,2-20 puM Reparixin ile inkiibe edildikten sonra 120 dakika
boyunca 1:5 oraninda saglikli (n=3-5) ve COVID-19 (n=5) hastasi
bireylerden elde edilen serumlar ile uyarilmistir. (A, B) Ardindan
noétrofiller Sytox green (yesil) ile boyanmistir. Her 6rnek 5 bagimsiz
alandan ZOE floresan mikroskopu ile hem parlak alan hem de floresan
olarak 200X biiylitme ile goriintiilenmistir. (A) Test edilen tiim kosullar
icin temsili mikroskop goriintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA 1
analizi ile NET olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi. (C) Paralel
olarak gerceklestirilen NET iliskili MPO seviyesi analizi. Her 6rnek o
deneydeki kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Grafikler ortalama
+ standart sapma seklinde gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi
kullanilarak unpaired two-tailed t-test 1ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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7.7.3. DEK Diisiik- I1L-8 Yiiksek COVID-19 Serum Ornekleri ile
Tetiklenen NETosis

COVID-19 serumlart ile uyarilan NETosis’de DEK proteininin rolii daha sonra test
edilen diger serum Orneklerine gére DEK (581-780 ng/ml) konsantrasyonu daha
disiik ve IL-8 (2749-33117 ng/ml) konsantrasyonu daha diisiik olan Orneklerde
incelendi. Saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller dnce anti-DEK ve anti-IL-8
antikorlar1 ve Reparixin ile ardindan segilen serum Ornekleri ile muamele edildi.
Ardindan NET olusumu hem Sytox green boyamasi ile morfolojik olarak hem NET
iligkili MPO yontemi ile analiz edildi (Sekil 7.18).

Sytox green ile gergeklestirilen morfolojik analizlere gore DEK diisiik ve IL-8 yiiksek
serumlar ile uyarilan nétrofillerde NETosis, saglikli seruma gore istatistiksel olarak
anlamli 2.5 kat artis gostermistir. Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki NETosis
miktar1 anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 ile muamele edildiginde sirastyla %9.01 ve
%21.6 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir bicimde azalmistir. Ayrica anti-DEK ve
anti-IL-8 antikorlar1 arasinda da anlamli bir fark tespit edilmistir. 3.2 uM ve 20 uM
Reparixin ile muamelede benzer sekilde NET olusumunu sirasiyla %25.6 ve %28

oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (Sekil 7.18 A, B).

Sytox green analizi sonuglart NET iliski MPO analizi ile dogrulanmistir. Bu analizin
sonuglaria gore DEK diisiik ve IL-8 yiiksek serumlar ile uyarilan nétrofillerde NET
iliski MPO, saglikli seruma gore istatistiksel olarak anlamli 5.3 kat artis tespit
edilmistir. Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki NETosis miktar1 anti-IL-8
antikoru ile muamele edildiginde %36.2 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azalmasina ragmen anti-DEK antikoru ile muamele NETosis miktarin1 %9.54
oraninda azaltsa da istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica anti-DEK ve anti-IL-8
antikorlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamlidir. 3.2 uM ve 20 pM
Reparixin ile muamelede ise NET olusumunu %54.2 ve %47 oranlarinda istatistiksel

olarak anlaml1 sekilde azaltmistir (Sekil 7.18 C).
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Sekil 7.18: Diisik DEK ve yiiksek IL-8 konsantrasyonlu serumlar ile uyarilan
notrofillerde anti-DEK, anti-IL-8 antikorlar1 ve Reparixin ile NET
olusumunun baskilanmast (A-C) saglikli bireylerden izole edilen
nétrofiller 120 dakika boyunca 2,5 pg/ml anti-DEK, 2,5 pg/ml anti-IL-8
ya da 3,2-20 puM Reparixin ile inkiibe edildikten sonra 120 dakika
boyunca 1:5 oraninda saglikli (n=3-5) ve COVID-19 (n=5) hastasi
bireylerden elde edilen serumlar ile uyarilmistir. (A, B) Ardindan
notrofiller Sytox green (yesil) ile boyanmistir. Her 6rnek 5 bagimsiz
alandan ZOE floresan mikroskopu ile hem parlak alan hem de floresan
olarak 200X biiylitme ile goriintiilenmistir. (A) Test edilen tiim kosullar
icin temsili mikroskop goriintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA 1
analizi ile NET olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi. (C) Paralel
olarak gerceklestirilen NET iliskili MPO seviyesi analizi. Her 6rnek o
deneydeki kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Grafikler ortalama
+ standart sapma seklinde gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi
kullanilarak unpaired two-tailed t-test 1ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Tim COVID-19 serumlarina ait sonuglar birlikte analiz edildiginde de benzer sonuglar
elde edilmistir (Sekil 7.19). Sytox green ile gergeklestirilen morfolojik analizlere gore
COVID-19 hastalarma ait serumlar ile uyarilan nétrofillerde NETosis saglikli
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serumlara gore istatistiksel olarak anlamli 2.59 kat artig gostermistir. Ayrica COVID-
19 ile uyarilan serumlardaki NETosis miktar1 anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar ile
muamele edildiginde sirasiyla %18 ve %18.9 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azalmistir. Anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. 3.2 uM ve 20 puM Reparixin ile muamelede benzer sekilde NET
olusumunu sirastyla %27.2 ve %29.9 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde

azaltmistir (Sekil 7.19 A).

Sytox green analizi sonuglart NET iliski MPO analizi ile dogrulanmistir. Bu analizin
sonuglarina gére COVID-19 hastalarina ait serumlar ile uyarilan nétrofillerde NET
iliski MPO, saglikli serumlara gore istatistiksel olarak anlamli 5.25 kat artig tespit
edilmigtir. Ayrica COVID-19 ile uyarilan serumlardaki NETosis miktar1 anti-DEK ve
anti-IL-8 antikorlar1 ile muamele edildiginde sirasiyla %22.8 ve %25.1 oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde azalmistir. Anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlari
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. 3.2 uM ve 20 pM Reparixin ile muamelede
benzer sekilde NET olusumunu %43.6 ve %40.6 oranlarinda istatistiksel olarak

anlaml sekilde azaltmistir (Sekil 7.19 B).
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Sekil 7.19: COVID-19 serumlari ile uyarilan nétrofillerde anti-DEK, anti-IL-8
antikorlart ve Reparixin ile NET olusumunun baskilanmasi (A-C)
saglikli bireylerden izole edilen nétrofiller 120 dakika boyunca 2,5 pg/ml
anti-DEK, 2,5 pg/ml anti-IL-8 ya da 3,2-20 uM Reparixin ile inkiibe
edildikten sonra 120 dakika boyunca 1:5 oraninda saglikli (n=6) ve
COVID-19 (n=15) hastas1 bireylerden elde edilen serumlar ile
uyarilmistir. (A, B) Ardindan noétrofiller Sytox green (yesil) ile
boyanmistir. Her 6rnek 5 bagimsiz alandan ZOE floresan mikroskopu ile
hem parlak alan hem de floresan olarak 200X biiyiitme ile
goriintiilenmistir. (A) Test edilen tiim kosullar i¢in temsili mikroskop
gorilintiileri. (B) Goriintiilenen alanlarin DANA 1 analizi ile NET
olusturma kapasitelerinin  degerlendirilmesi. (C) Paralel olarak
gerceklestirilen NET iliskili MPO seviyesi analizi. Her 6rnek o
deneydeki kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Grafikler ortalama
+ standart sapma seklinde gosterilmistir. Graphpad Prism 8.0.2 programi
kullanilarak unpaired two-tailed t-test 1ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. (**p<0.01, ***p<0.001)
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8. SONUCLAR VE TARTISMA

DEK proteini 375 amino asit uzunlugunda kromatine baglanma kapasitesi olan bir
¢ekirdek proteinidir [Carro vd., 2006]. Hiicrede transkripsiyon, DNA tamiri ve
kromatin yeniden diizenlenmesi gibi olaylarda rol oynar [Broxmeyer vd., 2013],
[Sanden and Gullberg, 2015]. Yogunlukla ¢ekirdekte bulunmasina ragmen, post
translasyonel modifikasyonlar sonucu DNA’ya olan baglanma afinitesini kaybederek
hiicreden salgilanabilir [Saha vd., 2013]. Salgilanan DEK’in, nétrofiller, T-lenfositleri
ve NK hiicreleri i¢in kemo-gekici 6zelligi vardir [Mor-Vaknin vd., 2006], [Mor-
Vaknin vd., 2011].

DEK’in salgilanmasi otoimmiin hastaliklarla iliskilendirilmigtir ve DEK oto-
antikorlarina JIA hastalarinin eklem sivilarinda rastlanmistir [Mor-Vaknin vd., 2006],
[Mor-Vaknin vd., 2011], [Mor-Vaknin vd., 2017]. DEK geni silinmis JIA fare
modelinden izole edilen notrofillerin PMA ve LPS ile uyarildiginda NETosis
olusturma kapasitelerini kaybettikleri goriilmiis fakat rDEK ile muamele sonucu tekrar
NETosis olustugu bildirilmistir [Mor-Vaknin vd., 2017]. Bu durum DEK proteininin
NETosis’de rol oynadigin1 kanitlar niteliktedir fakat rDEK’ in tek basma NETosis’i
uyarmaya yeterli olup olmadig1 bilinmemektedir. Bu soruya cevap aradigimiz bu tez
calismasinda, rDEK proteininin saglikli bireylerden izole edilen nétrofillerde NET
olusumunda istatiksel olarak anlamli artisa neden oldugunu, bu durumun anti-DEK
antikorlar1 varliginda baskilandigini gosterdik (Sekil 7.3). DEK’i hedefleyen
aptamerler ile muamale edildiginde notrofillerin NETosis kapasitesini kaybettigi
bilindiginden, anti-DEK antikorlarinda da benzer etkiyi gormek sasirtici degildir
[Mor-Vaknin vd., 2017].

DEK proteininin kromatine baglanma 06zelliginden dolayr NETosis {iizerindeki
etkisinin kromatin diizenlemeleri ile ilgili oldugu diisiiniilmekteydi [Mor-Vaknin vd.,
2017]. Yaptigimiz immiinofloresan ¢alismalar1 ile DEK proteininin insan notrofil
hiicrelerinde ¢ekirdekte veya DNA’ya bagh sekilde NET yapilarinda bulunmadigini
ya da eser miktarda bulundugunu gosterdik. Buna karsilik DEK’in hiicre igerisinde
noétrofil elastaz ile benzer lokalizasyon gosterdigini ve graniillerde bulundugunu tespit
ettik. Salgilanan DEK’in  CXCR2 araciligiyla hematopoetik  kok hiicre
proliferasyonunu diizenledigi bilinmekteydi fakat daha 6nce nétrofillerde benzer bir

etkilesim bildirilmemisti [Capitano vd., 2019], [Wilcher vd., 2023]. Bu tez
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calismasinda rDEK araciligtyla uyarilan nétrofillerde meydana gelen NETosis’in anti-
DEK antikorunun yani sira CXCR1/2 inhibitorii olan reparixin ile de baskiladigini
tespit ettik. Bu veriler, DEK’in CXCR2’ye baglanmasinin NET olusumunda rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. Sonug¢larimiz ayrica DEK-CXCR2 etkilesiminin farkli
hematopoetik hiicre tiirlerinde farkli sonuglara yol agtigini; bu etkilesimin,
hematopoietik kdk hiicre sayisinin artis1 ve hematopoteik progenitdr hiicre sayisinin
azalmasina ilave olarak [Capitano vd., 2019], primer insan nétrofillerinde NETosis'in

indiiklenmesine katkida bulundugunu gostermektedir.

DEK proteininin NF«B sinyalini negatif yonde diizenledigi ve dolasiyla DEK
miktarindaki azalmanin IL-1p, IL-6, IL-8 ve CXCR2 gibi NF«B hedef proteinleri
ifadesini arttirdig bilinmektedir (Sekil 8.1) [Sammons vd., 2006], [Kang vd., 2007],
[Hiscott vd.,1993], [Son vd., 2008], [Maxwell vd., 2007]. NET olusumundaki roliine
ragmen DEK’in COVID-19 ile gelisen NETosis ve sitokin firtinasinda rolii olup
olmadig1 bilinmemektedir. Saglikli ve COVID-19 hastasi bireylerden topladigimiz
serumlar ile yaptigimiz ELISA c¢alismalarinda SARS-CoV-2 enfeksiyonunun
serumdaki DEK miktarinda azalmayla iligkili oldugunu tespit ettik. Bu azalis 6zellikle
hastaligin baslangicinda (akut evre) daha belirgindi. Buna ek olarak DEK proteini ve
NF«B iligkili sitokinler arasinda pozitif yonlii korelasyonlar oldugunu gosterdik (Sekil
8.1). Buna ragmen ¢alismalarimizda serumlarini kullandigimiz hastalarin COVID-19
hastaligimnin siddeti agisindan takip edemedigimiz i¢in DEK ifadesinin hastaligin

siddeti ile baglantisina dair yorum yapamamaktayiz.
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Sekil 8.1: DEK proteini ve etkilesimlerinin COVID-19 ile baglantilar:.

NETosis ve artan sitokin miktari, COVID-19 hastaliginin kotii seyri ve siddeti ile
baglantilidir [Rong vd., 2024]. Bu dogrultuda NET olusumunu baskilayici ilaglarin
klinik denemeleri halen devam etmektedir. IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin dogrudan
inhibisyonu veya CXCR1/2 reseptorlerinin reparixin gibi ilaglar ile bloke edilmesi gibi
tedavi yontemleri umut verici sonuglar sunmaktadir [Morgulchik vd., 2021],
[Landoni vd., 2022], [Kaiser vd., 2021]. Yaptigimiz morfolojik ve enzimatik
analizler sonucunda, COVID-19 hastalarindan elde edilen serumlar ile uyarilan NET
olusumunun anti-DEK ve anti-IL-8 antikorlar1 veya reparixin ile inhibe edildigini
gosterdik (Sekil 8.1). Bu kimyasallarla saglanan NETosis inhibisyonunun, uyarici
olarak kullanilan serumlardaki DEK veya IL-8 konsantrasyonuyla dogru orantili
oldugunu da tespit ettik. Buna gore, DEK konsantrasyonunun daha yiiksek fakat IL-8
konsantrasyonunun daha diisiik oldugu serumlarda anti-DEK ile inhibisyon daha giiglii
olurken, tam tersi oldugu durumlarda anti-1L-8 antikoru daha etkili inhibisyon sagladi.
Reparixin uygulamasi ise tiim kosullarda antikorlara gore daha etkin NETosis
inhibisyonuna sebep oldu. Bu durum COVID-19’ un neden oldugu NETosis’de DEK
ve IL-8 disinda bagska faktorlerin de CXCR1/2 reseptorleri araciligiyla siirecte etki
gosterebilecegini; kuvvetli bir inhibisyon saglanabilmesi i¢in NETosisi tetikleyen

faktorlerin birlikte hedeflenmesinin daha etkin olacagini diisiindiirmektedir.
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Ozetle, sonuglarimiz DEK’in COVID-19 kaynakli NETosis'te rol oynadigini ilk olarak
ortaya koymaktadir ve CXCR1/CXCR?2 reseptorlerinin bloke edilmesinin hastalik i¢in
potansiyel bir terap6tik yaklasim olabilecegini desteklemektedir (Sekil 8.1).

Bu tez calismas1t TUBITAK 1205979 numarali proje tarafindan desteklenmistir.
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